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RESUMEN 
 
 
La yersiniosis es el principal problema infeccioso en piscigranjas de truchas en el Perú. Las 
bacterinas actuales ofrecen eficacia limitada y no son comercializadas en el país. Este estudio 
representa el primer ensayo experimental de una vacuna elaborada con cepas nacionales de 
Yersinia ruckeri, conformada por bacterina modificada, a la que se le adicionó concentrado de 
proteínas extracelulares e inmunoestimulante (metabolito de la vitamina A), aplicada por 
inmersión e inyección intraperitoneal (IP). Se utilizaron alevines de trucha arcoíris 
(Oncorhynchus mykiss), distribuidos al azar en grupos de 30, en duplicado. Se usaron 2 
controles (falsa vacunación por inmersión e inyección IP de PBS) y 2 tratamientos (vacunados 
por inmersión e IP). Luego de 28 días, todos los grupos fueron desafiados vía IP con 0.1 ml de 
1x108 bact/ml de una cepa patógena de campo, registrándose signos clínicos y mortalidad hasta 
el día 18 posvacunación. Se sacrificaron al azar 5 animales sobrevivientes de cada grupo y se 
colectaron muestras de bazo, branquias, hígado, intestino y riñón craneal para histopatología. La 
mortalidad acumulada fue de 50% para el grupo control, 35.48% inmersión y 0% IP, existiendo 
diferencias significativas en la sobrevivencia acumulada entre grupos (p<0.05). La eficacia 
vacunal según porcentaje relativo de supervivencia fue de 29.03% para inmersión y 100% para 
IP. El estudio histopatológico revela que la protección vacunal está relacionada con el 
incremento de la celularidad leucocitaria en bazo y riñón craneal, siendo más severa en el grupo 
vacunado IP (p<0.05), mientras que alteraciones con impacto negativo como necrosis, 
degeneración hidrópica y congestión fueron menos severas y hasta ausentes en vacunados IP 
(p<0.05). Se concluye que la vacunación IP resultó eficaz, mientras que la vacunación por 
inmersión fue deficiente y que la protección vacunal inducida involucra mecanismos de 
inmunidad innata y celular. 
 
Palabras claves: Yersinia ruckeri, vacuna, yersiniosis  trucha arcoíris, porcentaje relativo de 
supervivencia, histopatología 
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ABSTRACT 
 
 
The main infectious problem in trout farms in Peru is yersiniosis. Current bacterins offer low 
efficacy and are not available in the country. This study represents the first experimental trial of 
a vaccine made with national strains of Yersinia ruckeri, the vaccine consisted of a bacterin to 
which was added concentrated extracellular proteins and an immunostimulant (vitamin A 
metabolite), applied by immersion and intraperitoneal injection (IP). Fingerlings of rainbow 
trout (Oncorhynchus mykiss) were randomly distributed in groups of 30, in duplicate. Two 
controls (false vaccination by immersion and IP injection of PBS) and 2 treatments (vaccinated 
by immersion and IP) were used. After 28 days, all groups were challenged by IP injection to 
0.1 ml of 1x108 bact/ml of a pathogenic strain field. Clinical signs and mortality were recorded 
until day 18 after vaccination. From the surviving animals 5 were sacrificed from each group 
and samples of spleen, gills, liver, intestine and head kidney were collected for histopathology. 
The cumulative mortality was 50% for the control group, 35.48% and 0% immersion IP, with 
significant differences in cumulative survival between groups (p <0.05). The vaccine efficacy as 
relative percent survival was 29.03% for immersion and 100% for IP. The histopathologic study 
reveals that vaccine protection is related to the increase of leukocyte cellularity in spleen and 
head kidney, being more severe in the IP vaccinated group (p <0.05), while alterations with 
negative impact as necrosis, hydropic degeneration and congestion were less severe or even 
absent in IP vaccinated (p <0.05). Results indicate that IP immunization was effective, while 
immersion vaccination was poor and that the vaccine induced protection involves mechanisms 
of innate and cellular immunity. 
 
Keywords: Yersinia ruckeri, vaccine, yersiniosis, rainbow trout, relative percent survival, 
histopathology 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
A nivel mundial, la acuicultura es el sector de la producción de alimentos que presenta 
el crecimiento más acelerado (FAO, 2014). La acuicultura en el Perú no es ajena a esta 
tendencia, registrando una tasa de crecimiento de 20.8% durante el periodo 2000-2009 
(Mendoza, 2011b). Dentro de la piscicultura peruana, la especie más cultivada e importante es 
la trucha arcoíris, consolidándose como la segunda especie de acuicultura según volumen de 
producción, tercera según valor de ventas y liderando el consumo interno (PRODUCE, 2015). 
 
El carácter intensivo de las explotaciones de trucha arcoíris ha favorecido la aparición 
de una serie de enfermedades, dentro de las cuales, la enfermedad entérica de la boca roja 
(ERM) o yersiniosis es la más importante. El agente causal Yersinia ruckeri fue aislado por 
primera vez en truchas arcoíris (Oncorhynchus mykiss) en EEUU (Rucker, 1966; Ross et al., 
1966), siendo dicha especie la más susceptible. En el Perú, la bacteria fue reportada por primera 
vez en piscigranjas de la región Junín (Bravo y Kojagura, 2004), y posteriormente en Ancash, 
Huancavelica y Lima (Sirvas et al., 2011; Flores, 2013). Hoy en día, la yersiniosis se considera 
el principal problema infeccioso de la crianza de truchas en el país, cursando con altas 
mortalidades en brotes epidémicos. 
 
La yersiniosis se presenta como infección subclínica o clínica, esta última conlleva al 
desarrollo de un proceso septicémico subaguado o agudo que tiende a provocar la muerte del 
animal, especialmente en alevinos, mientras que en adultos puede originar una infección leve, 
que puede evolucionar a una forma crónica. Los signos clínicos y lesiones son inespecíficos e 
incluyen exoftalmia, oscurecimiento de la piel, petequias y hemorragias alrededor y dentro de 
los ojos, congestión en la base de las aletas, petequias en tracto gastrointestinal o enrojecimiento 
de la boca (Mahjoor y Akhlaghi, 2012). Brotes de yersiniosis pueden provocar mortalidadad de 
entre 2 a 5% semanal (Frerichs et al., 1985), 30% en un ciclo productivo (Fouz et al., 2006), o 
hasta 90% en brotes severos en granjas poco tecnificadas (Horne y Barnes, 1999).  
 
La prevención de esta y otras enfermedades en especies acuícolas debería basarse en 
medidas que involucren los tres agentes que interactúan para el desarrollo de enfermedad: 
agente, hospedador y ambiente. Sin embargo la acuicultura presenta ciertas desventajas en 
comparación a la ganadería (Gudding y Muiswinkel, 2013). Los agentes patógenos son 
transmitidos a través del agua, lo cual dificulta el control clásico puesto que la desinfección es 
dificultosa e incluso imposible en ambientes como el marino o lacustre (Gudding y Muiswinkel, 
2013). Además la aparición de resistencia antibiótica y los altos costos que la antibioterapia 
genera limitan su efectividad (Coquet et al., 2002; Calvez et al., 2014). A partir de esta 
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problemática es que la vacunación surge como principal medida de prevención de enfermedades 
en acuicultura. 
 
La eficacia de la vacunación en el control de la yersiniosis fue demostrada en 1965, año 
en el que Ross y Klontz lograron prevenir la enfermedad adicionando una bacterina en el 
alimento de alevines de trucha arcoíris. Desde esa fecha, el desarrollo de vacunas comerciales 
permitió el control de la enfermedad y el avance de la producción de salmónidos en Estados 
Unidos y Europa (Austin et al., 2003). Sin embargo, en los últimos años se han presentado 
brotes de ERM en peces previamente vacunados, los cuales han sido atribuidos a nuevos 
biotipos no mótiles de Y. ruckeri no usados en los programas de vacunación (Chettri et al., 
2013). Suceso que conllevó al desarrollo de nuevas vacunas que incluyan los biotipos y 
serotipos específicos para cada país. 
 
Las vacunas comerciales utilizadas en la actualidad corresponden a bacterinas simples 
obtenidas de cultivos bacterianos inactivados formaldehído, si bien los índices de protección 
han mejorado (Tinsley et al., 2011), aún son frecuentes reportes de baja eficacia para el método 
de inmersión, evidenciando entre 30-60% de mortalidad en animales vacunados y desafiados 
experimentalmente (Deshmukh et al., 2012; Chettri et al., 2013; Chettri et al., 2015). 
 
Con el interés de mejorar la eficacia vacunal se ha estudiado experimentalmente la 
eficacia de nuevos tipos de antígenos vacunales. La vacunación con toxoide de la proteasa Yrp1 
ha mostrado ser segura y conferir buena protección (Fernández et al., 2003), al igual que con 
productos extracelulares (Ispir y Dorucu, 2010), y con LPS (Ispir y Dorucu, 2014). Una menor 
eficacia a comparación de los casos mencionados ha sido descrita para una bacterina comercial 
a la que se le añadió tripsina (Costa et al., 2011). Por otro lado las vacunas comerciales contra la 
yersiniosis no incluyen adyuvante, sin embargo el uso experimental de un adyuvante acuoso 
(Montanide™ IM 1312 VG) ha permitido mejorar los índices de protección (Soltani et al., 
2013). 
 
En el Perú, no se practica la vacunación en peces, no comercializan vacunas extranjeras, 
ni se han desarrollado vacunas nacionales. Por lo que el presente trabajo representa el primer 
ensayo vacunal experimental en truchas arcoíris con una vacuna elaborada a partir de cepas 
nacionales de Y. ruckeri, para lo cual se elaboró un inmunógeno distinto al convencional 
conformado por: una bacterina, un concentrado de productos extracelulares y un adyuvante 
(metabolito de la vitamina A). 
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II. GENERALIDADES 
2.1. Acuicultura 
 
La FAO define acuicultura como el cultivo de organismos acuáticos, tanto en zonas 
costeras como del interior, que implica intervenciones del hombre en el proceso de cría para 
incrementar la producción (FAO, 2014).  
 
2.1.1. Situación actual a nivel mundial 
 
La acuicultura mundial ha mantenido un crecimiento sostenido a una tasa de 6.2% 
durante el periodo 1992-2012 (FAO, 2014). En 2013, el volumen de producción de especies 
animales de acuicultura alcanzó 70 189 830 TM (Figura 1), con ingresos por 150 347 millones 
de dólares (FAO, 2015). Crecimiento significativo al considerar que durante 1985 apenas 
alcanzó 12 millones de TM. En contraste, el sector pesquero ha estabilizado su producción en 
alrededor de 90 millones TM desde finales de los ochentas (Wijkstrom, 2003; FAO, 2014).  
 
 
Fuente: (FAO, 2014). Elaboración: Propia 
Figura 1. Evolución de la cosecha de productos animales de acuicultura a nivel mundial, periodo 
2004-2013. 
 
China concentra el 62.05 % de la producción mundial con 43.55 millones TM, muy por 
debajo se encuentra India con el 6.48% (4.55 millones TM), les siguen Indonesia, Vietnam, 
Bangladesh, Noruega, Egipto, Tailandia, Chile y Myanmar (FAO, 2015). Según el valor de 
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ventas, el ranking mundial varía ligeramente: China lidera con 70.04 mil millones de dólares; le 
sigue India con 10.36 mil millones de dólares, completan el top diez Indonesia, Chile, Noruega, 
Bangladesh, Tailandia, Egipto y Myanmar (FAO, 2015) (Cuadro 1). 
 
Cuadro 1. Principales países productores de especies animales de acuicultura según volumen de 
producción y valor de ventas durante 2013. 
País 
Volumen producción* 
(TM) Porcentaje 
Valor de ventas 
(Miles de dólares) Porcentaje 
China 43 549 738 62,05% 70 037 313 46,58% 
India 4 549 607 6,48% 10 355 807 6,89% 
Indonesia 3 819 732 5,44% 8 779 298 5,84% 
Vietnam 3 207 200 4,57% 6 198 422 4,12% 
Bangladesh 1 859 808 2,65% 4 413 994 2,94% 
Noruega 1 247 865 1,78% 6 896 891 4,59% 
Egipto 1 097 544 1,56% 2 088 867 1,39% 
Tailandia 1 056 944 1,51% 3 165 809 2,11% 
Chile 1 033 206 1,47% 7 525 266 5,01% 
Myanmar 929 180 1,32% 1 714 771 1,14% 
Otros 7 839 006 11,17% 29 171 229 19,40% 
TOTAL 70 189 830 100,00% 150 347 667 100,00% 
*No contabiliza producción de plantas acuáticas. 
Fuente: (FAO, 2015). Elaboración: Propia 
 
En 2013, la trucha arcoíris se ubicó dentro de las 30 principales especies de acuicultura 
(excluyendo las plantas acuáticas), con una producción de 814 068 TM e ingresos por 3 454 
millones de dólares (FAO, 2015). Los principales productores de trucha arcoíris fueron Irán con 
143 917 TM, seguido por Chile con 142 681y Turquía con 122 873, completan el top diez 
Noruega, Perú, Italia, Dinamarca, Francia, China y EEUU (FishStatJ, 2015).  
 
2.1.2. Situación actual a nivel nacional 
 
En el Perú, la acuicultura ha registrado un crecimiento acelerado, alcanzando una tasa 
de 20.8% durante el periodo 2000 – 2009 (Mendoza, 2011b); crecimiento favorecido por la 
diversidad de climas, vasta extensión de espejos de agua habilitados y zonas propicias para el 
desarrollo de la actividad tanto en el ámbito marino como continental, lo que contribuye a la 
generación de empleo, ingresos y afianzamiento de la seguridad alimentaria (Mendoza, 2011b). 
 
5 
 
La acuicultura peruana está orientada al cultivo de pocas especies, las principales son la 
concha de abanico (Argopecten purpuratus), langostino (Litopenaneus vannamei), trucha 
arcoíris (Oncorhynchus mykiss) y tilapia (Oreochromis spp.), cultivándose en menor volumen 
peces amazónicos como el sábalo cola roja (Brycon erythropterum), gamitana (Colossoma 
macropomun), paco (Piaractus brachypomus), híbridos derivados de estos últimos (pacotana y 
gamipaco) y el paiche (Arapaima gigas) (Mendoza, 2011b). La producción de cada especie se 
concentra en ciertas regiones: la concha de abanico en Piura y Ancash, langostinos en Tumbes, 
tilapia en San Martin y Piura, trucha en Puno, Junín, Huancavelica, Lima y Pasco y peces 
amazónicos en San Martín, Loreto, Ucayali y Madre de Dios (Mendoza, 2011b). 
 
La cosecha nacional de productos de acuicultura alcanzó durante 2013 125 693 TM, un 
crecimiento de 73,9% con respecto a 2012 (PRODUCE, 2015); sin embargo, dicho volumen 
aún es muy bajo si lo comparamos con el sector pesquero que alcanzó durante el mismo año 5 
854 233 TM (FAO, 2015); lo que denota el gran potencial de la acuicultura en el país. Se estima 
que para 2018 los volúmenes de cosecha podrían encontrarse entre 190 mil y 195 mil TM 
(Mendoza, 2011b). 
 
La trucha se alza como la segunda especie de acuicultura según el volumen de 
producción con 34 992 TM, por detrás de la concha de abanico con 67 694 TM (PRODUCE, 
2015) (Cuadro 2 y Figura 2), ha mantenido un crecimiento constante a una tasa de 19% anual 
(Figura 3) y se estima que para el 2018 alcance entre 55 mil y 60 mil TM (Mendoza, 2011b). La 
producción de truchas en el país es liderada por la región Puno con 29 090 TM, le siguen muy 
de lejos Junín con 2 126 TM, Huancavelica 1 222 TM, Ancash 659 TM y Cusco con 641 TM, 
según datos del Ministerio de la Producción para el 2013 (PRODUCE, 2015). 
 
La trucha concentra el 88% de la venta interna de productos provenientes de la 
acuicultura con 34 066 TM durante 2013 (PRODUCE, 2015). El volumen de exportación aún es 
bajo: 1 518 TM durante 2013 (PRODUCE, 2014b), no obstante la tendencia es al alza por el 
aumento de la demanda mundial y la apertura de nuevos mercados (MINCETUR, 2006).   
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Fuente: (PRODUCE, 2015). Elaboración: Propia 
Figura 3. Evolución de la cosecha de trucha arcoíris en el Perú, periodo 2003-2013. 
 
2.2. Trucha arcoíris 
 
2.2.1. Clasificación taxonómica 
 
La trucha arcoíris fue clasificada en un inicio como Salmo gairdneri, según similitudes 
en el ciclo de vida con el salmón del Atlántico (Salmo salar), hasta que estudios osteológicos, 
bioquímicos, hormonales y moleculares demostraron una mayor afinidad entre la trucha arcoíris 
y el salmón del Pacífico (género Oncorhynchus) (Smith y Stearley, 1989). En el cuadro 3 se 
presenta a detalle la clasificación taxonómica de la especie. 
 
Cuadro 3. Clasificación taxonómica de la trucha arcoíris. 
Clasificación Taxonomía 
Reino Animalia 
Phylum Chordata 
Clase Actinopterygii 
Orden Salmoniformes 
Familia Salmonidae 
Género Oncorhynchus 
Especies Oncorhynchus mykiss 
Nombre común Trucha arcoíris 
Fuente: (Smith y Stearley, 1989) 
2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
Volumen 3111 4699 5475 5794 6997 124971281714250199622476234992
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2.2.2. Características biológicas 
 
La trucha arcoíris pertenece a la familia de los salmónidos, que se caracterizan por 
poseer cabeza corta, cuerpo elongado, moderadamente comprimido y cubierto con finas 
escamas (Fulton, 2004). La coloración de la piel varía de acuerdo al ambiente en que viven, 
edad y estado de madurez sexual (Behnke, 2002). La coloración típica es de plateada-gris a 
verduzca-parda en el dorso y flancos, con un vientre blanco y cubierto de manchas negras en 
casi toda su extensión, excepto en el vientre y aletas pectorales, pélvicas y anal (Behnke, 2002). 
La denominación de trucha arcoíris se debe a la presencia de una franja de colores de diferentes 
tonalidades, predominantemente rojiza-rosada, que recorre desde el opérculo todo el largo de la 
línea lateral hacia la cola, en ambos lados del cuerpo (Behnke, 2002). Sus características típicas 
se observan en la figura 4. 
 
 
Figura 4.Especimen típico de trucha arcoíris. 
 
2.2.3. Cultivo en el Perú 
 
La trucha arcoíris es una especie exótica en el Perú, es originaria del noreste de Siberia 
y oeste de Norteamérica (COSEWIC, 2014). Fue introducida por primera vez en 1925 con la 
importación de ovas embrionadas procedentes de EEUU a un centro recreativo en la Oroya 
(Brenner, 1994). En la actualidad, la crianza de truchas se desarrolla en 18 de las 24 regiones del 
país (PRODUCE, 2015). 
 
El cultivo de truchas se desarrolla por encima de los 3000 msnm, el medio acuático es 
proporcionado por ríos y lagos cuyos orígenes se encuentran por encima de los 4800 msnm y 
poseen la temperatura y calidad del agua requeridas por esta especie (Bravo y Kojagura, 2004). 
Se desarrolla principalmente a niveles semi intensivos por micro y pequeña empresa y en menor 
proporción a niveles intensivos altamente tecnificados por grandes empresas (Mendoza, 2011a). 
El cultivo se realiza en sistemas de estanques de tierra o concreto tipo raceways y en jaulas 
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flotantes ya sean metálicas o artesanales (madera o troncos de eucalipto) en diversos lagos y 
lagunas altoandinas, incluyendo el lago Titicaca. (Mendoza, 2011a). 
 
 El ciclo productivo en el país abarca un periodo de 7-14 meses, desde la etapa de ova 
embrionada hasta el adulto comercial (200 a 300 g) (Mendoza, 2011a). La producción se 
sustenta en la importación de ovas embrionadas, provenientes principalmente de EEUU y 
Dinamarca y un volumen menor de Inglaterra, España y Chile (PRODUCE, 2014). Las 
enfermedades son el principal problema de las crianzas comercial de truchas, sin embargo la 
información sobre el estado sanitario de la truchicultura en el Perú es escasa (Bravo y Kojagura, 
2004). 
 
2.3. Yersinia ruckeri 
 
El carácter intensivo de las explotaciones de peces actuales ha favorecido la aparición 
de brotes de enfermedades dentro de las cuales las bacterianas constituyen un grupo 
considerable, siendo Y. ruckeri uno de los agentes etiológicos más difundidos en crianzas de 
salmónidos (Dalsgaard y Madsen, 2000). 
 
2.3.1. Antecedentes históricos  
 
Y. ruckeri fue aislada por primera vez en el valle “Hagerman”, Idaho, EEUU, en truchas 
arcoíris (O. mykiss) en los 50s, siendo clasificada dentro de la familia Enterobacteriaceae, mas 
en dicha oportunidad no se logró agruparla dentro de algún género de enterobacterias conocido 
(Rucker, 1966; Ross et al., 1966). 
 
2.3.2. Taxonomía  
 
Posteriormente, estudios de de hibridización del ADN y determinación del contenido 
G+C permitieron incluirla dentro del género Yersinia. Su contenido G+C (48 ± 0.5% G+C) se 
acerca más al de otras especies del género Yersinia (46-50% G+C), que al de los géneros 
Serratia (52-60% G+C) o Salmonella (50-53% G+C) (Ewing et al., 1978). Sin embargo, aún 
existen dudas sobre su verdadera posición taxonómica. Pruebas de aglutinación comparativas 
con otras enterobacterias evidenciaron hasta 82% de similitud con Salmonella arizonae, en 
contraste, Y. ruckeri fue muy diferente a otras especies del género Yersinia como Y. 
enterocolitica y Y. pseudotuberculosis, resultados que no pudieron ser confirmados al evaluar el 
contenido G+C (Green y Austin, 1983). Recientemente se sugirió su reclasificación, dado que la 
tipificación por secuencia de multilocus (MLST) y ARNr 16S reveló que Y. ruckeri estaba 
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bastante alejada del resto de especies del género Yersinia (Kotetishvili et al., 2005). Resultados 
respaldados por estudios de patogenicidad que han señalado que los mecanismos de virulencia 
de Y. ruckeri son diferentes a los encontrados en otras especies del género (Gunasena et al., 
2003; Fernández et al., 2007a). No obstante, en la última edición del Bergey's Manual of 
Determinative Bacteriology (2005) sigue siendo incluida dentro del género Yersinia (Garrity et 
al., 2005). La clasificación taxonómica a detalle se expone en el cuadro 4. 
 
Cuadro 4. Clasificación taxonómica de Yersinia ruckeri. 
 
Clasificación Taxonomía 
Dominio Bacteria 
Phylum Proteobacteria 
Clase Gammaproteobacteria 
Orden Enterobacteriales 
Familia Enterobacteriaceae 
Género Yersinia 
Especies Yersinia ruckeri 
    Fuente: Garrity et al., 2005. 
 
2.3.3. Características morfológicas 
 
Se trata de bacilos gram-negativos de bordes redondeados, tamaño de 1.0-4.0 x 0.5 µm, 
pudiendo presentarse como largas células filamentosas de hasta 4-6 µm x 0.5 µm en cultivos de 
más de 48 horas (Austin et al., 1982, Davies, 1989). No presentan cápsula, ni forman esporas 
(Rucker, 1966). Los flagelos no siempre están presentes por lo que la motilidad de la bacteria es 
variable (Davies y Frierichs, 1989).  
 
2.3.4. Tipificación  
 
Los aislados de Y. ruckeri se pueden clasificar en biotipos, fenotipos, serotipos y grupos 
clonales, según pruebas bioquímicas, serológicas, perfil de OMP, LPS y técnicas combinadas. 
 
2.3.4.1. Fenotipificación y biotipificación 
 
En general, Y. ruckeri presenta gran homogeneidad fenotípica, pero se describen ligeras 
variaciones en el perfil bioquímico. Las diferencias más frecuentes están en las pruebas de 
fermentación de sorbitol, Voges-Proskauer, hidrólisis de esculina, utilización de citrato, 
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motilidad y degradación de Tween 80/20 (Romalde el al., 1993; Akhlaghi y Yazdi, 2008; 
Huang et al., 2013). Tinsley et al. (2011) logró identificar hasta ocho fenotipos distintos de un 
total de 63 aislados, resultados similares han sido obtenidos en el Perú por Flores (2013), quien 
determinó la presencia de ocho fenotipos en aislados de tres regiones (Junín, Ancash y 
Huancavelica). 
 
Y. ruckeri puede subdividirse en biotipo I y II según diferencias en la motilidad e 
hidrólisis del Tween 80, siendo el biotipo II inmóvil y negativo para la hidrólisis del Tween 80 
(actividad lipasa) (Davies y Frerichs, 1989). El biotipo I es el de mayor frecuencia de 
aislamiento, aunque en ciertos países como Reino Unido, Dinamarca y Alemania predomina el 
biotipo II (Wheeler et al., 2009; Huang et al., 2013). En las dos últimas décadas se ha reportado 
la emergencia de brotes de yersiniosis en Europa y EEUU provocados por el biotipo II (Fouz et 
al., 2006; Arias et al., 2007; Calvez et al., 2014). En el Perú, se ha confirmado la existencia de 
ambos biotipos (Bastardo el al., 2011; Flores, 2013).  
 
El biotipo II ha evolucionado a partir del biotipo I, producto de mutaciones en el aparato 
de secreción flagelar con la subsecuente pérdida de motilidad, las cuales han ocurrido de manera 
independiente en diversas regiones del mundo (Welch et al., 2011). Una sola mutación o 
delección en un gen clave de ensamblaje flagelar es suficiente para detener tanto la producción 
de flagelos funcionales como de fosfolipasa, lo que explicaría por qué las cepas del biotipo 2 
son negativas tanto para motilidad como para hidrólisis del Tween 80 (Evenhuis et al., 2009). 
Un nuevo biogrupo de Y. ruckeri fue identificado en Inglaterra, considerado como biotipo II con 
características atípicas y denominado EX5 (Austin et al., 2003). 
 
2.3.4.2. Serotipificación 
 
El esquema de serotipificación de Y. ruckeri  se ha venido modificando continuamente, 
ya sea por la adición de nuevos antisueros o la creación de nuevos esquemas antigénicos (Altun 
et al., 2013). Hasta la fecha se han reconocido seis serovariedades con base en la reacción de 
antígenos totales con antisueros específicos, el serovar I o “Hagerman” corresponde al aislado 
por Ross et al. (1966). El serovar II fue descrito por O’Leary (1977) cuando aisló de salmón real 
(Oncorhynchus tshawytscha) una nueva variedad de Y. ruckeri fermentadora de sorbitol,  
habilidad que no es típica del serovar II, ya que también se encuentra en el serovar III y IV. Un 
aislado australiano fue designado como serovar III (Bullock et al., 1978). Los serovares IV y V 
fueron identificados por Stevenson y Ardrie (1984) y el VI por Daly et al. (1986). Estudios 
posteriores descartaron que el único aislado identificado como serovar IV corresponda a Y. 
ruckeri (Grandis et al., 1988). 
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Un esquema de serotipificación, basado en antígenos O resistentes al calor, propone la 
existencia de cinco serotipos (O1, O2, O5, O6 y O7) (Davies, 1990). En 1993, Romalde et al. 
propusieron un nuevo sistema de tipificación, mediante la aplicación de técnicas de aglutinación 
con sueros absorbidos, análisis antigénico (LPS y OMP) y molecular (patrones de ADN), 
estableciendo cuatro serotipos O (O1, O2, O3 y O4). Con base en el alto grado de similitud 
entre el serovar I y III se unificaron en el serotipo O1, subdividiéndolo en O1a y O1b, de 
manera análoga el serotipo O2 (correspondiente con el serovar II) fue subdividido en O2a, O2b, 
O2c, finalmente los serovares V y VI fueron denominados O3 y O4 respectivamente. 
 
El perfil de proteínas de la membrana externa (OMP) ha sido estudiado por diversos 
autores. Davies (1991b) identificó mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con 
dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE por sus siglas en inglés) cinco perfiles mayores (OMP-1, 
OMP-2, OMP-3, OMP-4 y OMP-5) a partir de 135 aislados de Y. ruckeri. Romalde et al. (1993) 
identificaron cuatro perfiles mayores de proteínas de membrana externa que se correspondían 
con los serovares (I, II, V y VI) con tres sub-perfiles con diferencias menores para el serovar II, 
y al analizar el patrón de los serovares I y III no encontraron diferencias mayores entre ambos. 
Otros autores no reportan correspondencia entre la clasificación según OMP y otros esquemas 
de serotipificación (Sousa et al., 2011).  
 
Una combinación de técnicas de biotipificación, serotipificación y perfil de OMPs fue 
desarrollada por Davies (1991a) con la finalidad de establecer grupos clonales e identificar la 
relación entre cepas de Yersinia ruckeri, determinando hasta seis grupos clonales para el serovar 
O1, de los cuales solo dos estaban relacionados con la mayoría de brotes de enfermedad. 
 
A nivel mundial, el serotipo O1 es el predominante (Tinsley et al., 2011). En el Perú, 
Bastardo et al. (2011) realizaron la serotipificación de 30 cepas de Y. ruckeri aisladas en cuatro 
piscigranjas de la región central de los Andes, perteneciendo todas al serotipo O1a, con el 
mismo perfil de bandas de LPS y de proteínas de membrana externa: OMP tipo 3. 
 
2.4. Epidemiología  
 
2.4.1. Rango de hospedadores 
 
Las primeras descripciones de esta enfermedad se realizaron en salmónidos, lo que 
llevó a considerarla como una enfermedad primaria de esta familia, siendo la trucha arcoíris la 
especie más susceptible (Busch, 1978), aunque se reporta también en otras especies como el 
salmón del Atlántico (Salmo salar), salmón rojo (O. nerka), trucha de garganta cortada (S. 
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clarki), salvelino o trucha fontana (Salvelinus fontinalis), salmón real (O. tshawytscha) y la 
trucha común o marrón (S. trutta) (Boustead y McDaniel, 1971; Cipriano et al., 1986; 
Anderson, 1990).  
 
El rango de hospedadores se ha incrementado con reportes de brotes de enfermedad en 
un gran número de especies no salmónidas como anguilas (Anguilla sp.) (Fuhrmann et al., 1984; 
Seon et al., 2010), corégono o pez blanco (Coregonus spp.) (Rintamäki et al., 1986), bagre de 
canal (Ictalurus punctatus) (Danley et al., 1999), carpas (Cyprinus carpio), lucios (Esox lucius) 
(Agnieszka et al., 2010), percas (Perca fluviatilis) (Valtonen et al., 1992), rutilos (Rutilus 
rutilus) (Ström et al., 2010), tilapias (Eissa et al., 2008, Martínez et al., 2011a) e incluso en 
peces de mar de aguas frías como el esturión siberiano (Acipenser baerii) (Vuillaume et al., 
1987; Ström et al., 2010), rodaballo (Scophthalmus maximus), lubina (Dicentrarchus labrax), 
dorada (Sparus auratus)  (Bullock y Cipriano, 1990) y el bacalao común o bacalao del Atlántico 
(Gudmundsdottir et al., 2013). Una recopilación más completa se aprecia en el cuadro 5.  
 
Asimismo ha sido aislada en animales clínicamente sanos de especies como el goldfish 
(Carassius auratus) (McArdle y Dooley-Martyn, 1985). Tales especies podrían actuar como 
portadores de la bacteria.  
 
2.4.2. Distribución geográfica 
 
Desde su primera descripción en Idaho, EEUU (Ross et al., 1966, Rucker, 1966), la 
enfermedad ha sido reportada en cuatro de los cinco continentes, siendo hoy en día una de las 
enfermedades más importantes de los animales acuáticos (Tobback et al., 2007). Se postula que 
fue introducida a Europa desde los EEUU durante inicios de los 1980s (Lessel et al., 1983). 
Hasta la fecha la gran mayoría de reportes de yersiniosis provienen de EEUU, Europa y países 
como Australia, Chile, Cuba, Corea del Sur, Egipto, Irán, Nueva Zelanda, Sudáfrica, Perú y 
Venezuela (Cuadro 5). 
 
En Sudamérica fue detectada por primera vez  en carpas en Chile (Enríquez y Zamora, 
1987) y en truchas en Venezuela (Álvarez et al., 1991). El primer reporte de Y. ruckeri en el 
Perú se obtuvo a partir de muestras de truchas arcoíris de un total de 28 piscigranjas 
provenientes de la región Junín, mediante aislamiento y pruebas bioquímicas y confirmadas 
mediante pruebas de aglutinación rápida (Bravo y Kojagura, 2004). Otros autores han señalado 
la presencia de Y. ruckeri en el país, como Fernández (2011) quien reportó su presencia en 
piscigranjas de la región Junín, según histopatología y aislamiento bacteriano. Sirvas et al. 
(2011) identificó la bacteria en alevines de una piscigranja en Canta (región Lima), mediante 
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aislamiento bacteriano y PCR convencional. Bueno (2012) reportó el patógeno en truchas de la 
región Junín, tanto con signología como aparentemente sanas, según aislamiento y PCR 
convencional. Flores (2013) reporta aislados de tres regiones (Ancash, Junín y Huancavelica). 
 
Cuadro 5. Reportes de brotes de Yersinia ruckeri según país y especie. 
País Especies Referencias* 
Alemania 
Trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) (Fuhrmann et al., 1983) 
Trucha común (Salmo trutta) 
(Fuhrmann et al., 1984) Carpa (Cyprinus carpio) 
Anguila (Anguilla anguilla) 
Australia 
Trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis) 
Salmón del Atlántico (Salmo salar) 
(Llewellyn, 1980) 
Canadá Trucha arcoíris (Oncorhychus mykiss) (Wobeser, 1973) 
Chile 
Carpa (Cyprinus carpio) (Enríquez y Zamora, 1987) 
Salmón del Atlántico (S. salar) (Concha, 1998) 
Corea del Sur Anguila japonesa (Anguila japónica) (Seon et al., 2010) 
Croacia Trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) (Oraić et al., 2002) 
Cuba 
Tilapia (Oreochromis sp.) 
Trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) 
(Martínez et al., 2011a) 
Dinamarca Trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) (Dalsgaard et al., 1978) 
EEUU 
Trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) 
(Rucker, 1966; Ross et al, 
1966) 
Salmón real (Oncorhynchus tshawytscha) (Cipriano et al., 1986) 
Salmón rojo (Oncorhynchus nerka 
Salmón coho (Oncorhynchus kisutch) 
Salmón del Atlántico (Salmo salar)  
Trucha garganta cortada (Salmo clarkii) 
Trucha común (Salmo trutta) 
Trucha alpina Salvelinus alpinus 
Trucha fontana (Salvelinus fontinale) 
(McDaniel, 1971) 
Pez gato (Ictalurus punctatus) (Danlet et al., 1999) 
Trucha común (Salmo trutta) (Arias et al., 2007) 
Egipto Tilapia nilótica (Oreochromis niloticus) (Eissa et al., 2008) 
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España Trucha arcoíris (Oncorhychus mykiss) 
(De la Cruz et al., 1986; Fouz 
et al., 2006) 
Finlandia 
Trucha de mar (Cynoscion nebulosus) (Rintamäki et al., 1986; 
Ström-Bestor et al., 2010) Corégono (Coregonus spp.) 
Perca (Percas fluviatilis) (Valtonen et al., 1992) 
Salmón del Atlántico (Salmo salar) (Rintamäki et al., 1986) 
Francia 
Trucha arcoíris (Oncorhychus mykiss) 
(Lesel et al., 1983; Calvez et 
al., 2014) 
Esturión siberiano (Acipenser baerii) (Vuillaume et al., 1987) 
Grecia Trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) (Savvidis, 1990) 
Italia Trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) (Busch, 1978) 
Islandia 
Bacalao común (Gadus morhua)  
Rodaballo (Scophthalmus maximus) 
Hipogloso (Hippoglossus hippoglossus) 
(Gudmundsdottir et al., 2013) 
Irán Trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) 
(Akhlaghi y Sharifi Yazdi, 
2008; Fadaeifard et al., 2014) 
Noruega Salmón del Atlántico (Salmo salar) (Sparboe et al., 1986) 
Nueva Zelanda Salmón real (Oncorhynchus tshawytscha) (Boustead y Anderson, 1990) 
Perú Trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) (Bravo y Kojagura, 2004) 
Polonia 
Trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) (Grawiński, 1990) 
Lucio (Esox lucius)  
(Agnieszka et al., 2010) 
Carpa (Cyprinus carpio) 
Reino Unido Trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) (Roberts, 1983) 
Sudáfrica Trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) (Bragg y Henton, 1986) 
Suiza Trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) (Meier, 1986) 
Turquía Trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) 
(Cagırgan y Yüreklitürk, 
1999) 
*Se incluyen principalmente los primeros reportes de cada país. 
 
2.4.3. Frecuencia y prevalencia 
 
Eissa et al. (2008) reportan una prevalencia de hasta 66.6% en un brote atípico de 
yersiniosis en tilapias nilóticas. En muestreos de especies salmónidas sin signos de enfermedad 
sugerentes de yersiniosis se han obtenido frecuencias de detección de hasta 52.9% (9/17) del 
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total de piscigranjas muestreadas y 26.3% (150/570) del total de peces muestreados, mediante 
microbiología y pruebas moleculares (Seker et al., 2012).  
 
2.4.4. Factores predisponentes 
 
2.4.4.1. Factores del agente 
 
La virulencia parece ser dependiente del serotipo, siendo el O1 (según el sistema de 
clasificación propuesto por Davies, 1990) el responsable de la mayoría de brotes de enfermedad 
en salmónidos (Agnieszka et al., 2010), con mayores porcentajes de mortalidad en  ensayos de 
patogenicidad comparativos con los serotipos O2 y O5 (Tinsley, 2010; Haig et al., 2011). No 
obstante, se han aislado cepas del serotipo O1 en animales clínicamente sanos, que además 
mostraron ser relativamente avirulentas en infecciones experimentales (Verner-Jeffreys et al., 
2011). Además, se ha observado diferencias en la virulencia incluso en cepas del mismo 
serotipo (Tobback, 2009). 
 
2.4.4.2. Factores ambientales 
 
Los brotes de yersiniosis están asociados con condiciones ambientales pobres y factores 
desencadenantes de estrés, tales como alta temperatura y deficiente calidad de agua, niveles 
bajos de oxígeno, alta densidad poblacional, manipulación y transporte de especímenes (Austin 
et al., 2003). 
 
La temperatura del medio parece ser un factor clave en el desarrollo de la enfermedad, 
en infecciones experimentales los grupos sometidos a las temperaturas más altas alcanzan 
mortalidades superiores (Haig et al., 2011), mientras que en campo brotes de enfermedad han 
sido asociados al incremento de la temperatura del agua (Meier, 1986). El incremento de la 
severidad de las infecciones en estos casos puede deberse a sobreexpresión de factores de 
virulencia a ciertas temperaturas (Fernández et al., 2007b). 
 
La salinidad también parece afectar el desarrollo de la enfermedad. Y. ruckeri es capaz 
de resistir salinidades considerables, pero su crecimiento puede verse afectado en salinidades 
muy altas (Thorsen et al., 1992). Altinok y Grizzle (2001) afirman que medios con 9% de 
salinidad no afectan el crecimiento in vitro de Y. ruckeri, pero sí reducen la adhesión bacteriana 
a sustratos, lo que se ha relacionado con porcentajes de supervivencia mayores para truchas 
arcoíris criadas en salinidades altas.  
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2.4.4.3. Factores del hospedador 
 
Se evidencia tropismo de cepas hacia determinados hospedadores, existiendo por 
ejemplo aislados de salmón que resultan poco virulentos e incluso avirulentos para truchas 
(Haig et al., 2011). De igual manera cepas virulentas para truchas arcoíris no lo son para trucha 
común (Salmo trutta) (Altinok y Grizzle, 2001). 
 
La mortalidad es mayor en peces de peso menor a 10 g que en aquellos de más de 30 g 
(Bravo y Kojagura, 2004), aunque se pueden producir brotes de enfermedad hasta en animales 
de 1-3 kg (Sparboe et al., 1986; Fouz et al., 2006). Brotes de enfermedad en truchas provocan 
una mortalidad de entre 5-15% del lote (Fouz et al., 2006). 
 
2.4.5. Transmisión 
 
La transmisión es horizontal y ocurre a través del agua por heces de animales infectados 
o portadores (Busch, 1978). La transmisión vertical no ha sido demostrada a cabalidad. Sauter et 
al., (1985) (Citado por Tobback, 2009) recuperaron Y. ruckeri de huevos no fertilizados 
desinfectados de salmón real cuya descendencia experimentó mortalidades hasta las 12 
semanas, sugiriendo que el patógeno puede transmitirse verticalmente aunque no mostraron 
mayores evidencias del mecanismo por el que se podría dar este proceso. Otros estudios han 
arrojado resultados totalmente opuestos (Dulin et al., 1976). 
 
Ross et al., (1966) ya reconocían el estado de portador para Y. ruckeri, logrando aislarla 
de animales clínicamente sanos sobrevivientes a un reto experimental. Busch y Lingg (1975) 
demostraron que hasta un 25% de truchas retadas vía IP o inmersión actuaban como portadores 
asintomáticos, pudiendo retener dichos organismos en el intestino posterior, lo que daba lugar a 
infecciones recurrentes con mortalidades cíclicas. En pisciculturas, Y. ruckeri ha sido aislada 
hasta dos meses después de producido un brote (Rodgers, 1992). Especies no salmónidas e 
incluso aves también pueden actuar portadores de esta bacteria (Willumsem, 1989; Agnieszka et 
al., 2010). Bajo condiciones experimentales se ha determinado que aislados obtenidos de otras 
especies son patógenos para truchas (McArdle y Dooley-Martyn, 1985), e incluso para otras 
especies no salmónidas (Berc et al., 1999), lo que confirma su rol como portadores. 
 
Las infecciones a través de portadores son especialmente importantes durante 
condiciones de estrés, los brotes suelen estar asociados con condiciones medioambientales 
pobres y factores desencadenantes de estrés, tales como alta temperatura y deficiente calidad del 
agua, bajos niveles de oxígeno, elevada densidad poblacional y transporte de especímenes. 
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Hunter et al., (1980) observaron que los portadores transmitieron la enfermedad cuando la 
temperatura fue elevada a 25ºC, mientras que los portadores no estresados no lo hicieron.   
 
Y. ruckeri es capaz de sobrevivir y permanecer infectiva en ambientes acuáticos, en este 
proceso es crucial su habilidad de formar biofilms en materiales comúnmente encontrados en 
piscigranjas: madera, concreto, PVC y fibra de vidrio, dicha habilidad está relacionada a la 
motilidad flagelar y constituye una fuente de infecciones recurrentes (Coquet et al., 2002). 
 
No hay informes de infección en humanos, pero sí un reporte de aislamiento a partir del 
hisopado de una herida cutánea en un adolescente que sufrió un golpe con una piedra mientras 
remaba en un río (Keukeleire et al., 2014), hallazgo considerado como incidental. 
 
2.4.6. Periodo de incubación 
 
El tiempo de incubación de la enfermedad en condiciones experimentales es de 5 a 10 
días a temperatura de 13-15ºC. En infecciones naturales, el periodo de incubación es afectado 
por factores ambientales tales como temperatura, pH y oxígeno disuelto (Bullock y Cipriano, 
1990). Se ha comprobado que a los 7 días post infección experimental la bacteria ya puede 
encontrarse en todos los órganos lo que coincide con el pico de mortalidad (Ohtani et al., 2014). 
 
2.5. Patogénesis 
 
Existe insuficiente información sobre los mecanismos de patogenicidad de Y. ruckeri, se 
conoce mucho más acerca de las interacciones de las especies de Yersinia que causan 
enfermedad en humanos: Y. pestis, Y. pseudotuberculosis y Y. enterocolitica (Tobback, 2009).  
 
2.5.1. Ruta de infección 
 
Las vías y mecanismos de infección para Y. ruckeri no se conocen con exactitud, pero 
se ha identificado a las branquias, intestino y la piel como importantes rutas de infección para 
otros patógenos de peces, estos tejidos están cubiertos por una capa de moco, la que actúa como 
la primera barrera física que debe sortear el patógeno para iniciar la infección (Tobback, 2009). 
Bacterias causantes de enfermedades sistémicas poseen diversos mecanismos que les permiten 
ejercer sus efectos patógenos en el hospedador, incluyendo mecanismos de adherencia, invasión 
de tejidos, evasión de los mecanismos de defensa y eventual daño interno. De estos, la adhesión 
del epitelio, seguida de la invasión del portal de entrada son prerrequisitos y los de mayor 
impacto en la patogénesis de la enfermedad (Tobback, 2009).  
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Y. ruckeri ha mostrado adherencia a distintas glicoproteínas en la mucosa intestinal de 
carpa  (Schroers et al., 2008). Habilidad demostrada con anterioridad en líneas celulares, aunque 
no en todas (Romalde y Toranzo, 1993; Kawula et al., 1996). Los mecanismos por los que se 
produce dicha adherencia y la posterior invasión son poco claros. 
 
No existe consenso sobre el papel que desempeñan las tres posibles rutas de entrada 
para Y. ruckeri. Tobback (2009) plantea que la bacteria se adhiere primero al moco branquial, 
para luego invadir el sistema vascular branquial, desencadenando rápidamente septicemia y 
colonización de órganos internos, siendo menor su capacidad de adherencia al moco intestinal, 
comprobando para ambos casos que la adherencia estaba ligada a carbohidratos y proteínas. 
Pruebas de tomografía de proyección óptica e inmunohistoquímica han confirmado que Y. 
ruckeri infecta primero a las células epiteliales branquiales desde donde se disemina vía 
circulatoria (Ohtani et al., 2014). Sin embargo, otros autores han demostrado que el canal de la 
línea lateral de la piel, la aleta dorsal y parte del tracto gastrointestinal pueden actuar como los 
principales portal de entrada de antígenos vivos o inactivados de Y. ruckeri, relegando el papel 
de las branquias a un segundo plano, con  una exigua contribución por parte del esófago y aleta 
caudal (Khimmakthong et al., 2013).  
 
La invasión se produce rápidamente lográndose aislar la bacteria de la sangre hasta en 
periodos tan tempranos como un minuto post infección experimental y encontrándose en todos 
los órganos a partir del día 7 (Ohtani et al., 2014). La bacteria es rápidamente fagocitada por 
macrófagos y otros fagocitos de bazo y riñón craneal (Khimmakthong et al., 2013).   
 
Solo las cepas virulentas son capaces de vencer los mecanismos de defensa del sistema 
inmune, lo que indica que la evasión del sistema inmune es uno de los mecanismos de 
virulencia más importantes de Y. ruckeri (Tobback., 2009). La supervivencia y crecimiento en 
macrófagos es el primer paso en la invasión bacteriana por este patógeno (Ryckaert et al., 
2010). Otros descubrimientos sugieren que la resistencia a la actividad bactericida del suero 
juega un rol crucial en la patogénesis de Y. ruckeri, cuya principal importancia radica en la 
supervivencia del patógeno en el espacio extracelular (Tobback, 2009; Haig et al., 2011). 
 
2.5.2. Factores de virulencia 
 
2.5.2.1. Productos extracelulares  
 
Los productos extracelulares (PEC) de Y. ruckeri incluyen lipasas, proteasas y 
moléculas con actividades hemolíticas y citotóxicas cuyo uso en inoculaciones experimentales 
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ha provocado severa toxicidad, logrando reproducir signos típicos de la enfermedad como las 
hemorragias en boca e intestino (Romalde y Toranzo, 1993). Secades y Guijarro (1999), 
lograron purificar y caracterizar una proteasa presente en los PEC: la metaloproteasa Yrp1, 
perteneciente a la familia de las serralisinas. Esta proteasa es capaz de digerir proteínas de la 
matriz extracelular (fibronectina y fibrinógeno), músculo (actina y miosina) y particularmente la 
laminina, principal componente de las membranas basales, actividades que pueden ser 
responsables de la alteración de las membranas que lleva a la erosión y formación de poros en 
capilares, que originan las hemorragias en cavidad oral e intestino (Fernández et al, 2003). El 
gen que codifica Yrp1 es parte de un operón que incluye los genes yrpD, yrpE e yrpF que 
codifican un transportador ABC de tipo I y al gen inh, que codifica un inhibidor de la proteasa 
(Fernández et al., 2002). La inactivación por mutagénesis insercional tanto del gen Yrp1 como 
del yrpE resultó en un incremento significativo de la DL50 (Fernández et al., 2002). 
 
Otro producto extracelular identificado es la hemolisina YhlA, la cual ha mostrado lisar 
eritrocitos y ser regulada por las condiciones de hierro y temperatura del medio. La inactivación 
por mutagénesis insercional del gen que codifica para la YhlA resultó en un incremento 
significativo de la DL50, y en una reducción del efecto citopático en células de cultivo celular 
(Fernández et al., 2007b). 
 
2.5.2.2. Ruckerbactina 
 
El hierro es necesario para una gran variedad de reacciones enzimáticas bacterianas 
incluyendo la reducción de oxígeno para la síntesis de ATP, reducción de ribonucleótidos 
precursores de ADN, formación del grupo Heme y otros propósitos (Neilands, 1995). Esta 
necesidad ha llevado a que las bacterias patógenas desarrollen una variedad de mecanismos y 
sistemas de gran afinidad de hierro para competir por dicho mineral con el hospedador, entre los 
que se encuentran compuestos de bajo peso molecular que permiten quelar el hierro con alta 
afinidad, moléculas conocidas como sideróforos (Faraldo-Gómez y Sansom, 2003). Se ha 
demostrado que Y. ruckeri produce un sideróforo denominado ruckerbactina, el cual está 
adherido a la membrana y está involucrado en la virulencia del patógeno (Fernández et al., 
2004; Tinsley, 2010).  
 
2.5.2.3. Otros factores 
 
Otros factores de virulencia adheridos a membrana identificados en Y. ruckeri incluyen 
el transportador de Zinc ZnuABC (Dahiya y Stevenson, 2010), un sistema de secreción tipo III 
distinto al usualmente encontrado en especies del género Yersinia (Gunasena et al., 2003) y el 
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sistema de secreción tipo IV el cual ha sido asociado a la capacidad de adherencia (Fernández et 
al., 2004) y ha demostrado contribuir a la virulencia (Mendez et al., 2009). 
 
2.6. Aspectos clínicos y patológicos 
 
La enfermedad fue conocida en un inicio como enfermedad de la “boca roja” por las 
lesiones petequiales orales típicas provocadas por la cepa “Hagerman” (Ross et al., 1966), sin 
embargo en muchos casos estas no se presentan, por lo que la enfermedad ha sido denominada 
de manera más genérica como yersiniosis (Frierichs et al., 1985). En Australia y Nueva Zelanda 
fue conocida inicialmente como “enfermedad del ojo rojo de salmónidos” ya que una de las 
lesiones más frecuentes en brotes de yersiniosis en esta región eran las hemorragias oculares 
(Boustead y Anderson, 1990).  
 
2.6.1. Alteraciones macroscópicas 
 
Los signos clínicos son inespecíficos, característicos de cualquier proceso septicémico 
bacteriano en peces (Busch, 1978). Uno de los primeros signos en brotes de yersiniosis es el 
incremento de la mortalidad por encima del rango esperado. Los animales afectados suelen 
encontrarse letárgicos, nadando cerca de la superficie, muestran melanosis e inapetencia 
(Frierichs et al., 1985). Son distintivas las hemorragias subcutáneas en la boca, cavidad oral, 
alrededor de la línea lateral y base de las aletas, que raramente progresan a úlceras (Busch, 
1978; Fouz  et al., 2006; Akhlaghi y Sharifi Yazdi, 2008). Las branquias se observan pálidas 
aunque también pueden presentarse hemorrágicas. El vientre suele aparecer dilatado tanto 
interna como externamente, sobre todo en la porción distal del intestino. Además se presenta 
exoftalmia unilateral o bilateral la que puede acompañarse de hemorragias alrededor de la 
cavidad ocular e iris (Ciprinao et al. 1986; Karatas et al., 2004) (Figura 5), que pueden provocar 
hasta ruptura del globo ocular (Bush y Lingg, 1975). En alevines puede producirse muerte 
súbita sin signo alguno (Kawula et al., 1996). 
 
Las lesiones internas suelen incluir petequias en hígado, páncreas, tejido adiposo, vejiga 
natatoria e incluso musculatura, el bazo se suele encontrar alargado y friable (Busch, 1978). En 
algunos casos se puede visualizar edema en riñón, hígado y bazo y enrojecimiento de gónadas y 
porción distal de ciegos pilóricos, el intestino se dilata y suele volverse flácido con contenido 
mucoso amarillento a serosanguinolento el cual posee alta carga bacteriana (Bush, 1978). La 
forma hiperaguda de la enfermedad puede tener un curso corto 4-10 días incluso con escasos 
signos o lesiones (Busch, 1978). 
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Figura 5. Trucha arcoíris, mostrando lesiones asociadas a yersiniosis (a) hepatomegalia y 
esplenomegalia (b) exoftalmia con hemorragia ocular. Tomado de Tobback, 2009 
 
2.6.2. Alteraciones microscópicas 
 
Las lesiones histopatológicas son típicas de una septicemia hemorrágica. En la forma 
aguda puede detectarse rápidamente bacteremia en frotises e improntas de bazo (Boustead y 
Anderson, 1990).  Las bacterias pueden detectarse libres en sangre, en tejidos o dentro de 
monocitos y macrófagos (Carson y Wilson, 2009). Se presentan focos necróticos en bazo, 
hígado y riñón que en casos crónicos pueden ser granulomatosos, pero en la forma aguda están 
fuertemente infiltrados de neutrófilos y asociados a hemorragia (Roberts, 2012). Se observa 
necrosis intestinal con desprendimiento de mucosa que progresa hacia el stratum compactum 
(área que separa la mucosa de la submucosa), lo que puede conllevar a infecciones secundarias 
(Karatas et al., 2004; Banan et. al., 2009). Casos típicos de ERM se suelen acompañar de 
profusa congestión cerebral y vasos oculares (Roberts, 2012). Además se ha descrito 
glomerulonefrifitis, telangiectasia en bazo, degeneración miocárdica, atrofia y edema en el 
corazón, atrofia pancreática e hiperplasia melanófora en la piel (Frierichs et al., 1985; Mahjoor 
y Akhlaghi 2012). 
 
En el bacalao común o del Atlántico se produce un cuadro de infección granulomatosa 
prolongada, que se explica por el tipo de respuesta inmune de esta especie (Gudmundsdottir et 
al., 2013). 
 
2.6.3. Alteraciones hematológicas 
 
A la hematología se puede apreciar anemia macrocítica, hipocrómica, con leucopenia, 
resultado de la necrosis de tejido hematopoyético y reticuloendotelial, así como un incremento 
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en el tiempo de coagulación, apoproteinemia plasmática atribuible a la nefritis glomerular y 
necrosis de la mucosa intestinal, condición trae consigo disminución de la presión oncótica y 
edema subsecuente (Busch, 1978). 
 
2.7. Diagnóstico 
 
El diagnóstico se inicia con la identificación de signos y lesiones macroscópicas 
indicativos de un proceso septicémico, junto con el aislamiento e identificación de la bacteria. 
 
2.7.1. Aislamiento e identificación 
 
Para el aislamiento e identificación bacteriana es preferible obtener las muestras a partir 
de especímenes con muerte reciente, de preferencia no mayor a 12 horas, y conservados en 
refrigeración (Carson y Wilson, 2009). Se sugiere realizar el cultivo a partir de 5 a 10 
especímenes para obtener un diagnóstico más certero, los órganos muestreados deben incluir 
aquellos en los que la bacteria suele concentrarse como ojo, riñón, bazo e hígado (Carson y 
Wilson, 2009). Otros autores reportan que se obtienen mayores frecuencias de aislamiento a 
partir de muestras de intestino que de riñón craneal (Valtonen et al., 1992). En el caso de 
animales portadores se aísla preferentemente de muestras de intestino (Willumsem, 1989). 
 
Y. ruckeri crece bien en agar tripticasa de soya (TSA) y agar cerebro-corazón (BHI), 
formando colonias de 1-2 mm de diámetro, redondeadas, sobresalientes, color blanco cremoso y 
traslúcidas (Bullock et al., 1978). La identificación se basa en el aislamiento de bacilos de 
bordes redondeados gramnegativos, citocromo oxidasa negativos, catalasa positivos, producen 
ácido, pero usualmente no gas de la glucosa, producen una reacción K/A en agar TSI y 
reaccionan positivamente para ornitina y lisina descarboxilasas. Los aislados deberían además 
ser negativos para esculina y salicina para separarlos de ciertos aislados de Serratia liquifaciens 
que no fermentan la sucrosa (Ciprinao et al. 1986; Bullock y Cipriano, 1990). Para la 
diferenciación de especies de Yersinia Martínez et al., (2011b) propone la realización de las 
siguientes pruebas bioquímicas: indol, ornitina descarboxilasa, urea, celobiosa, rafinosa, 
ramnosa y sucrosa. A pesar de las pruebas indicadas, existen problemas para caracterizar dicho 
microorganismo debido a características similares con Hafnia alvei, para la diferenciación entre 
ambas especies se ha planteado utilizar la prueba de la fermentación de la xilosa ya que ninguna 
variedad de Y. ruckeri  la fermenta, mientras que sí todas las de H. alvei (Buller, 2004).  
 
Sistemas de identificación como el API 20E también pueden ser usados, no obstante por 
sí solo no ofrecen un diagnóstico certero, ya que se han descrito perfiles que identifican los 
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aislados como Hafnia alvei con una posibilidad de Y. ruckeri (Austin et al., 2003) e incluso se 
han obtenido perfiles no concluyentes (Fouz et al., 2006), por lo que se sugiere el uso en 
simultáneo de pruebas bioquímicas estándares (Oraić et al., 2002). 
 
2.7.2. Pruebas serológicas 
 
Con base en las características serológicas se puede detectar Y. ruckeri mediante 
ELISA, prueba de aglutinción o inmunofluorescencia indirecta (Smith et al., 1987). 
 
2.7.3. Pruebas moleculares 
 
En 1999, Gibello et al. desarrollaron una técnica de PCR específica para la detección de 
Y. ruckeri  mediante la amplificación de una banda de 575 pb relacionada a la subunidad 16S 
ARN, con un límite de detección de 60 a 65 células por mix para cultivos bacterianos puros y de 
2x104 UFC/g para tejidos. Esta técnica admite el uso de muestras de sangre (Altinok et al., 
2001). En 2002, Del Cerro et al. desarrollaron una técnica de PCR multiplex para la detección 
simultánea de los tres patógenos bacterianos de mayor importancia en peces Y. ruckeri, 
Flavobacterium psychrophilum y Aeromonas salmonicida.  
 
El aislamiento bacteriológico tradicional usualmente toma de 2 a 3 días para la 
identificación definitiva de Y. ruckeri, mientras que mediante PCR la detección toma como 
máximo 8 horas, siendo una técnica más específica (Gibello et al, 1999; Akhlaghi y Sharifi 
Yazdi, 2008). Mediante PCR se puede obtener un diagnóstico certero a intervalos tan tempranos 
como una hora después de la exposición experimental vía inmersión, lo que permitiría la 
detección temprana de la enfermedad y con ello reducir enormemente las pérdidas económicas, 
además resulta particularmente útil en la detección de animales portadores negativos al cultivo 
bacteriológico (Gibello et al., 1999). Otra ventaja es que las muestras para PCR pueden 
almacenarse hasta por una semana a temperatura ambiente añadiendo buffer de lisis y proteinasa 
K (Altinok et al., 2001).  
 
Es importante precisar que los ensayos de PCR no diferencian entre ADN procedente de 
células vivas o muertas (Hiney y Smith, 1998), por lo que en caso de animales vacunados o con 
tratamiento antibiótico actual se recomienda realizar la detección a partir de cultivos bacterianos 
en vez de tejidos o sangre ya que de esta manera se confirma la presencia de la bacteria 
patógena en su forma viable (Sirvas et al., 2011). 
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2.8. Tratamiento 
 
Para el control de la enfermedad se deben adoptar medidas sanitarias básicas como 
retirar rápidamente peces muertos y moribundos, remover el biofilm que pueda haberse formado 
en los tanques, retirar posibles estresores e instaurar terapia antibiótica (Roberts, 2012). 
Diversos antibacterianos han mostrado ser efectivos in vitro: oxitetracilina, enrofloxacina, 
norfloxacina, ofloxacina, trimetroprim, eritromicina y quinolonas (Ceschia et al., 1987; 
Akhlaghi y Sharifi Yazdi, 2008). En campo, la oxitetraciclina (Frierichs et al., 1985; Karatas et 
al., 2004) y sulfatrimetroprim-sulfametoxazol (Balta et al., 2010) han mostrado gran eficacia. 
No obstante, en las últimos décadas se ha reportado resistencia o disminución de la eficacia 
(incremento del MIC) a la oxitetraciclina, ampicilina (Balta et al., 2010),  ácido oxolínico 
(Concha, 1998; Coquet et al., 2002) y en menor medida al florfenicol y flumequina (Calvez et 
al., 2014). 
 
La aparición de cepas resistentes es predispuesta por tratamientos no avalados por 
pruebas de sensibilidad, subdosificaciones, interrupción o disminución del tiempo mínimo 
recomendado, errores de cálculo y uso reiterativo de un solo antibiótico (Concha, 1998; Romero 
et al., 2012).  
 
La resistencia antibiótica no es el único factor que dificulta el control o erradicación de 
esta bacteria. Uno de los signos clínicos es la inapetencia, la cual actúa en decremento a la 
eficacia del tratamiento vía oral con antibióticos (Seker et al., 2011). Por otro lado, Y. ruckeri 
puede sobrevivir fuera del pez por varios meses en el agua, sedimento o formando biofilms en 
los estanques lo que constituye un importante mecanismo de perpetuar la infección (Throsen et 
al., 1992).   
 
2.9. Prevención  
 
Ensayos llevados a cabo por Ross y Smith (1972) mostraron que 25 ppm de yodo 
destruye cultivos de Y. ruckeri a los 15 segundos de exposición. Los autores sugieren que 5 
minutos de exposición de ovas a 25 ppm de yodo es efectivo previniendo la yersiniosis. 
 
La adición en el alimento de dosis bajas de trimetroprim asociado a sulfadiazina y 
tiamulina han sido probadas experimentalmente como probióticos contra la yersiniosis con 
resultados favorables (Bosse y Post, 1983). El uso de esporas de Bacillus subtilis, B. 
licheniformis y células de Carnobacterium maltaromaticum y C. divergens ha probado mejorar 
la resistencia a la infección, asociada en los dos últimos casos, a un incremento en la respuesta 
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celular y humoral (Raida et al., 2003; Kim y Austin, 2006). El levamisol incrementa la 
resistencia a la infección mediante su aplicación vía baño (Ispir, 2009). 
 
La vacunación es la medida de prevención y control más efectiva cuando se usan los 
serotipos y biotipos específicos en su elaboración, lo que se ha demostrado en Europa con la 
aparición de brotes de yersiniosis en animales previamente vacunados (Austin et al., 2003; 
Deshmukh et al., 2012; Chettri et al., 2013). La vacunación contra Y. ruckeri se toca con mayor 
detalle en el apartado 2.11. 
 
El β-hidroxi-β-metil butirato, un producto de la degradación de la leucina, ha mostrado 
incrementar el número de células plasmáticas en animales vacunados luego de la estimulación 
in vitro e in vivo con una vacuna contra Y. ruckeri (Siwicki et al., 2001), el autor sugiere su uso 
oral previo a la vacunación contra la yersiniosis para mejorar la efectividad de la misma. 
 
Debido a las características de la crianza y manejo de truchas en el Perú resulta muy 
complicado elaborar programas de erradicación contra este patógeno, sin embargo la intensidad 
de la infección podría reducirse notablemente con la introducción de procedimientos de 
vacunación como medida preventiva, como aquellos utilizados en Chile desde el primer brote de 
yersiniosis en el salmón del Atlántico en 1992. La vacunación en Chile permitió una reducción 
en la cantidad de drogas antibacterianas usadas en el tratamiento de la yersiniosis hasta casi cero 
en 1995 (Bravo y Kojagura, 2004). 
 
2.10. Respuesta inmune en peces 
 
Los mecanismos puntuales de la respuesta inmune en peces no han sido claramente 
determinados, aunque la evidencia sugiere que en teleósteos son muy similares a los de 
mamíferos, pudiendo ser divididos en dos tipos: respuesta innata y adquirida, que a su vez se 
pueden subdividir en humoral y celular (Vallejo et al., 1992). 
 
La primera línea de defensa la constituye el sistema inmune innato, el cual incluye las 
barreras físicas como las superficies mucosas (branquias e intestino) y la piel con un amplio 
rango de sustancias asociadas como el moco, pero también una variedad de leucocitos 
(monocitos, macrófagos, granulocitos y células citotóxicas no específicas) y factores humorales 
como transferrina, interferón, antiproteasas, lisozima, lectinas y eicosanoides que inhiben de 
manera inespecífica el crecimiento de microorganismos infecciosos (Secombes y Ellis, 2012). 
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La respuesta adaptativa es mediada por las células presentadoras de antígenos, llámense 
macrófagos, células dendríticas o linfocitos B, las cuales capturan antígenos, y los procesan 
bioquímicamente para exponer antígenos específicos en la superficie de sus membranas 
citoplasmáticas, particularmente en el CMH ya sea clase I para la respuesta celular o clase II 
para la respuesta humoral. El CMH se une a estos fragmentos y son luego reconocidos 
receptores celulares de linfocitos Th, B o citotóxicos induciendo activación, proliferación 
clonal, secreción de citoquinas o de anticuerpos (Vallejo et al., 1992). Un aspecto importante en 
la inmunidad adaptativa es la memoria inmunológica, que constituye un cambio adaptativo en la 
población celular linfoide por la que en retos subsiguientes con el mismo antígeno se produce 
una respuesta secundaria caracterizada por periodos de respuesta más cortos y eficaces 
(Secombes y Ellis, 2012). 
 
2.11. Vacunación en peces 
 
2.11.1. Métodos de vacunación 
 
Los principales métodos de vacunación en peces son inyección intraperitoneal, 
inmersión, donde los animales son sumergidos en una solución vacunal diluida, y oral, en la que 
el inmunógeno es adicionado en el alimento, cada una con sus propias ventajas y desventajas 
(Evensen, 2009).  
 
2.11.1.1. Inyección intraperitoneal 
 
El método más potente de inmunización es la inyección intraperitoneal, la cual permite 
además el uso de adyuvantes y ha probado ser el método más efectivo para vacunación en peces 
grandes según análisis costo-beneficio (Evensen, 2009). Dentro de las desventajas se menciona 
que se trata de una vía limitada solo para el uso en explotaciones intensivas, es laboriosa y 
sumamente estresante para los animales, siendo impráctica para peces <20 g (Le Breton, 2009). 
Para su aplicación es necesario que los animales se encuentren anestesiados a fin de facilitar el 
manejo y disminuir el estrés, para lo que se puede utilizar benzocaína y MS222, esta última 
sustancia es soluble en agua y dosis de 50 ppm permiten lograr anestesia ligera, la benzocaína 
por otro lado debe ser disuelta en un mínimo volumen de alcohol antes de ser utilizada a dosis 
de 25 mg/L (Ellis, 1989). La inyección se practica en la región inmediatamente anterior a las 
aletas pélvicas sosteniendo la jeringa en un ángulo de 25° con respecto a la superficie corporal 
del pez, de manera que el inmunógeno  ingrese a la cavidad peritoneal con el mínimo riesgo de 
lesionar los órganos abdominales (Ellis, 1989).  
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2.11.1.2. Inmersión 
 
Los métodos de inmersión se basan en la exposición directa de la superficie externa del 
pez con el antígeno vacunal diluido, permitiendo la vacunación masiva de peces de pequeño 
tamaño y peso (< 5g), cuando se aplica en forma de inmersión prolongada (baño) no resulta 
estresante  y es el método más efecto según análisis costo-beneficio para vacunación en peces 
<10g (Le Breton, 2009). Las limitantes incluyen: uso solo en explotaciones intensivas, menor 
potencia que la inyección y cuando se aplica en forma de inmersión instantánea puede resultar 
estresante (Vinitnantharat et al., 1999; Le Breton, 2009).  
 
En vacunas contra la yersiniosis se recomienda su uso por inmersión en una dilución de 
1:10 por un tiempo de entre 30 y 60 segundos, mayores diluciones de la vacuna resultan en 
menor protección contra el desafío y un mayor tiempo de inmersión no incrementa la captación 
de la vacuna lo que indica que existe una cantidad finita de la vacuna que puede ser absorbida 
por peces de un específico tamaño y determinada dilución de la vacuna (Tatner y Horne, 1985). 
Cada litro de vacuna sin diluir contiene suficiente antígeno para 100 kg de peces sin llegar a 
perder potencia (Amend et al., 1983).  
 
La vía inmersión ha demostrado ser ligeramente más eficaz que la vía oral, ensayos 
vacunales contra Y. ruckeri probando ambas vías han mostrado RPS de 63-86% para la vía oral 
y RPS de 73-89% para la vía inmersión (Osman et al., 2009). 
 
2.11.1.3. Oral 
 
La vacunación oral posee evidentes ventajas: facilita la vacunación de grandes 
cantidades de peces de todo tamaño, no resulta laboriosa, el estrés generado en los peces es casi 
cero y es la única aplicable a crianzas de tipo extensivo (Le Breton, 2009; Villumsen et al., 
2014). Sin embargo su potencia es baja, requiere gran cantidad de vacuna para lograr 
protección, su eficacia es menor a los métodos de inyección e inmersión (Vinitnantharat et al., 
1999). Los principales problemas parecen ser la destrucción de antígenos en el estómago lo que 
reduce su absorción y la irregularidad en la captación de antígenos por cada pez, ya que varía 
según el consumo de alimento (Vinitnantharat et al., 1999; Secombes y Ellis, 2012). Un 
protocolo típico de administración incluye cinco días de alimentación con la vacuna, le siguen 
cinco días con alimento regular y finalmente cinco días de alimentación con la vacuna 
(Secombes y Ellis, 2012). 
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2.11.2. Factores que afectan el desarrollo de la inmunidad 
 
La duración de la inmunidad en salmónidos es afectada por diversos factores incluidos 
la especie animal, peso al momento de vacunación y temperatura del agua (Johnson et al., 
1982ab). 
 
2.11.2.1. Peso y edad 
 
El peso y no la edad ha probado ser el factor más significativo (Johnson et al., 1982b). 
En salmónidos, se han obtenido niveles considerables de inmunidad contra Y. ruckeri en peces 
con un peso apenas mayor a 1 g, aunque los niveles son máximos en animales de 2.5 g en 
adelante (Johnson et al., 1982b). Otros estudios han encontrado mayores porcentajes de 
sobrevivencia en animales de 4g comparados con 2g, sin embargo los resultados no fueron 
estadísticamente significativos (Bruno y Munro, 1989). La inmunidad inducida en animales de 2 
g se mantiene alta  por 5 meses, mientras que peces de 4 g mantienen un nivel de inmunidad 
alto hasta por un año (Johnson et al., 1982a). Con base en el resultado de estas y otras 
investigaciones similares se estandarizó 4 g como el peso mínimo para la vacunación en 
salmónidos. 
 
2.11.2.2. Temperatura 
 
La temperatura tiene efecto sobre el desarrollo de la inmunidad contra la yersiniosis, un 
ensayo vacunal a distintas temperaturas: 5°C, 15°C y 25°C, solo logró demostrar  protección 
significativa a 15°C (Raida y Buchmann, 2008a). La vacunación induce una serie de eventos 
inmunológicos que incluyen la expresión génica de citoquinas, receptores celulares y la 
producción de inmunoglobulinas, la mayoría de estos eventos  se ven afectados por la 
temperatura del ambiente, siendo más lentos a medida que la temperatura cae (Raida y 
Buchmann, 2007).  
 
2.11.2.3. Uso de adjuvantes 
 
El mecanismo de acción de los adyuvantes es poco comprendido. Se sabe que una de las 
vías es la formación de depósitos en el sitio de inoculación, a partir del cual se genera una 
presentación lenta de antígenos a las células inmunocompetentes (Audibert y Lise, 1993). Para 
el caso de las vacunas comerciales contra Y. ruckeri estas usualmente están preparadas a partir 
de cultivos puros inactivados en formaldehído y no suelen contener adyuvantes (Intervet, 2009). 
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Recientemente se demostró que el uso de un nuevo adyuvante acuoso: Montanide™ 
IMS 132 VG, mejoró la eficacia de la vacunación vía inmersión contra la yersiniosis, 
incrementando el PRS de 80-82% sin adyuvante, a 92.8-100% con adyuvante, con un 
incremento significativo de la actividad de la lisozima y título de anticuerpos (Soltani et al., 
2014). Esta sustancia está conformada por nanopartículas con un componente estimulante, 
debido a su naturaleza acuosa resulta adecuado como vehículo del antígeno vacunal hacia la 
mucosa e ideal para la vacunación de peces en masa por baño o inmersión (Soltani et al., 2014). 
El mecanismo por el que se produce la mejora en la eficacia requiere de estudios completos 
(Soltani et al., 2014). 
 
2.11.2.4. Revacunaciones 
 
La eficacia de bacterinas experimentales contra la yersiniosis en dosis únicas tanto por 
inmersión como oralmente ha mostrado ser baja, comprobándose que la revacunación mejora 
los índices de protección para ambos casos (Vinitnantharat et al., 1999). Evaluaciones recientes 
de la eficacia de diversas vacunas comerciales en Europa, según los protocolos especificados 
por los fabricantes, también evidenciaron bajos índices de protección, por lo que se ha sugerido 
practicar la revacunación (Deshmukh et al., 2013).  
 
Para la vía inmersión revacunaciones a la misma dilución 1:10 son las que mayor efecto 
tienen en mejorar la inmunidad protectora, mas su elevado costo las convierten en una opción 
poco práctica, como alternativa dosis diluidas con un mayor tiempo de exposición también han 
demostrado mejorar la protección vacunal (Chettri et al., 2015). 
 
2.11.3. Vacunación contra Yersinia ruckeri 
 
La primera vacuna contra Y. ruckeri se elaboró a partir de bacterias inactivadas con 
fenol e incorporadas en el alimento a razón de 15 ml de concentrado de bacterias por 10 kg de 
alimento. Este alimento fue administrado a truchas arcoíris cinco veces por semana hasta el fin 
del ensayo. Después de 70 días los peces inmunizados demostraron un 90% de protección frente 
al desafío por inyección de bacterias (Ross y Klontz, 1965). Estudios con una bacterina aplicada 
por inmersión evidenciaron resultados igual de satisfactorios con una mortalidad de 88.5% en el 
grupo control, mientras que en el grupo vacunado las mortalidades fueron escasas (Cossarini-
Dunier, 1986). 
 
El desarrollo comercial de productos biológicos para peces comenzó recién en 1976, 
año en el cual el Servicio Veterinario del Departamento de Agricultura de los EEUU concedió 
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la primera licencia para un producto biológico a ser usado en peces: una bacterina preparada a 
partir de un cultivo completo de Y.ruckeri tipo I (Vinitnantharat et al., 1999). La vacunación 
contra este patógeno se ha venido realizando principalmente por el método de inmersión en 
animales con peso menor a 6 g (Vinitnantharat et al., 1999).  
 
El rápido desarrollo de una vacuna comercial permitió el control de la enfermedad y el 
avance de la producción de salmónidos en EEUU y Europa (Austin et al., 2003).  Sin embargo, 
en los últimos años en dichas regiones se han detectado brotes de yersiniosis en animales 
previamente vacunados, a partir de los cuales se aislaba preferentemente Y. ruckeri  biotipo 2, 
que en muchos países era aislado por primera vez (Fouz et al., 2006; Arias et al., 2007; Ström-
Bestor et al., 2010; Calvez et al., 2014). En la totalidad de estos nuevos brotes de yersiniosis las 
vacunas comerciales aplicadas solo contenían bacterias inactivadas del biotipo I, serotipo O1a, 
pero no contra el biotipo II o el serotipo O1b responsable de los nuevos casos de yersiniosis 
(Deshmukh et al., 2012; Chettri et al., 2013).  
 
Diferencias antigénicas entre el biotipo I y II encontradas a nivel de LPS y OMPs 
regulados por hierro podrían explicar la insuficiente protección brindada por la vacunación en 
estos casos (Tinsley et al., 2011). Además, se ha sugerido que producto del uso de vacunas 
preparadas con cepas del serotipo I mótiles se ha venido estimulando la producción de 
anticuerpos contra las proteínas flagelares, por lo que la emergencia de clones no mótiles habría 
conferido una ventaja selectiva en la infección en peces vacunados debido a la pérdida de los 
antígenos flagelares que se traduciría en un mecanismo de evasión a la protección brindada vía 
anticuerpos (Fouz et al., 2006). Aunque por otro lado, no existe uniformidad en los resultados 
de los estudios de patogenicidad, si bien se reportan dosis letales menores para cepas del biotipo 
II (Fouz et al., 2006), otros autores no reportan diferencias entre los porcentajes de mortalidad 
de cepas de los biotipos I y II a las mismas dosis (Evenhuis et al., 2009; Ström-Bestor et al., 
2010). 
 
La mayoría de estudios se han concentrado en evaluar la protección conferida por 
antígenos totales de Y. ruckeri, aunque también se ha evaluado la respuesta de antígenos 
selectos de Y. ruckeri como LPS y PEC con resultados favorables (Ispir y Dorucu, 2010; Ispir y 
Dorucu, 2014).  
 
Un análisis costo-beneficio determinó que el costo de la vacunación agrega un 12.5% al 
precio del pez a la talla más pequeña, sin embargo al dejar que el animal completo su ciclo 
productivo este costo puede caer hasta el 0.4% del valor de mercado (Horne y Robertson, 1987). 
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2.11.4. Mecanismos de desarrollo de la inmunidad 
 
La vacunación contra la yersiniosis se ha venido practicando desde hace 40 años en 
salmónidos, no obstante los mecanismos protectores activados aún continúan en debate. Una 
serie de mecanismos innatos y adquiridos, y humorales como celulares están involucrados en 
dichos procesos (Raida y Buchmann, 2008b; Deshmukh et al., 2013). 
 
La captación de antígenos depende de la vía de administración, para la inyección IP se 
sostiene que los encargados son macrófagos residentes y neutrófilos atraídos a la zona de 
inoculación producto de la inflamación (Alfonso et al., 1998). Para el método de inmersión se 
propone que la captación de antígenos ocurra por tres vías: branquias, piel e intestino. Algunos 
estudios mencionan que ocurre captación de antígenos vía branquial, pero a un nivel bajo 
(Torroba et al, 1993). Khimmakthong et al. (2013) postulan que los principales órganos de 
captación de antígenos para esta vía son la piel y el tracto digestivo (Khimmakthong et al., 
2013). Otros autores en cambio consideran que las branquias son la principal vía de captación 
(Tobback, 2009). Estudios ultraestructurales han demostrado que las células del epitelio 
branquial engloban al antígeno O por endocitosis (Zapata et al., 1987). 
 
En lo referente al rol del plasma y particularmente de la IgM en la inmunidad contra la 
yersiniosis si bien ciertos autores no han podido demostrar que confiera protección alguna 
(Raida y Buchmann, 2008a). La gran mayoría de investigaciones han evidenciado que existe un 
incremento en el título de anticuerpos directamente asociado a la vacunación contra Y. ruckeri, 
el cual es detectado a partir desde las 3 semanas post vacunación declinando a partir de los 3 
meses (Anderson y Nelson, 1974). Del mismo modo, valores de proteínas e inmunoglobulinas 
plasmáticas totales en animales vacunados son superiores a los de animales no vacunados, al día 
30 post vacunación (Ispir et al., 2009). Se afirma que el plasma contiene el componente 
responsable de la inmunidad protectora, resaltando el papel de la IgM en dicho fin e incluso 
comprobándose la eficacia de inmunizaciones pasivas (Olesen, 1991; Raida et al., 2011; 
Evenhuis et al., 2014).  
 
La protección brindada por la vacunación contra la yersiniosis puede explicarse además 
por otras rutas como el incremento de actividades y moléculas de la inmunidad innata, 
habiéndose demostrado incremento en la actividad fagocítica en animales vacunados IP (Ispir et 
al., 2009). Estudios de expresión génica en peces vacunados han evidenciado sobreexpresión de 
factores de la inmunidad celular como CD8 lo que sugiere que factores celulares, incluyendo 
linfocitos T citotóxicos podrían jugar un importante rol contra Y. ruckeri (Raida y Buchmann, 
2008b).  
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
 
3.1. Lugar y tiempo de estudio 
 
El experimento, procesamiento y análisis de las muestras se llevaron a cabo de mayo a 
octubre de 2015. La elaboración del antígeno vacunal se realizó en las instalaciones de la 
Sección Inmunología, del Laboratorio de Microbiología y Parasitología Veterinaria, Facultad de 
Medicina Veterinaria (FMV), Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM). La 
preparación de los inóculos y los aislamientos bacterianos se llevaron a cabo en la Sección 
Ictiopatología del Laboratorio de Patología, Histología y Embriología Veterinaria, FMV-
UNMSM. La determinación de la dosis letal y ensayo vacunal fueron desarrollados en la 
Unidad de Cultivo Experimental del Laboratorio de Biología Acuática y Acuicultura, Facultad 
de Ciencias Biológicas, UNMSM. 
 
3.2. Animales de estudio, transporte y descarte de agentes infecciosos 
 
En total se trabajó con 405 alevines de truchas arcoíris, obtenidos de una piscigranja sin 
antecedentes de yersiniosis, ubicada en Obrajillo, provincia de Canta, región Lima. Las tuchas 
fueron transportadas en bolsas plásticas de 60 L, contenidas en recipientes con geles 
refrigerantes, las bolsas fueron llenadas hasta su tercera parte con agua siendo los tercios 
restantes rellenados con oxígeno puro, para luego ser selladas herméticamente, según 
recomendaciones para el transporte de peces vivos (Wabnitz et al., 2003). Los animales fueron 
trasladados a instalaciones previamente desinfectadas. 
 
Previo al inicio del experimento, los peces fueron mantenidos durante dos semanas en 
un estanque circular de 500 L, con aireación constante, filtros y sistema enfriador del agua. 
Periodo durante el cual se efectuó un chequeo sanitario con el propósito de descartar la 
presencia de Y. ruckeri, a partir de una muestra al azar de 15 alevines. Los peces se sacrificaron 
mediante sobredosis de eugenol disuelto en agua (0.03 ml/L) y posterior corte medular, método 
de eutanasia recomendado por la CCAC (2010), y se realizó la necropsia según la metodología 
descrita por (Meyers, 2009). Muestras asépticas de riñón craneal y bazo de cada pez fueron 
sembradas por estriado en placas con TSA y medio GSP e incubadas a 25ºC por 24-48 h. No se 
registró crecimiento en ninguna de las placas. 
 
 
35 
 
3.3. Metodología 
 
3.3.1. Determinación de la dosis letal 
 
Previo al ensayo vacunal experimental se realizó la determinación de la dosis letal. Para 
ello se utilizaron 150 alevines de trucha arcoíris peso promedio de 8,25 ±  2,89 g y talla 
promedio de 7,80 ± 1,04 cm. Los cuales fueron distribuidos al azar en cinco grupos 
experimentales de 30 peces cada uno, un grupo control (no desafiado) y cuatro desafiados, los 
cuales fueron inyectados vía IP con 0.1 ml de un cultivo puro de Y. ruckeri suspendido en 
solución salina a concentraciones decrecientes 1x106, 1x105, 1x104 y 1x103 bact/ml, 
determinadas según escala de Mc Farland y diluciones sucesivas, el grupo control recibió 
inyección de solución salina estéril al 0,9%. Se evaluó la mortalidad final hasta el día 15 post-
desafío.  
 
Para la inoculación se usó una cepa patógena de Y. ruckeri aislada de un brote de 
yersiniosis en truchas arcoíris (O. mykiss) en la región Ancash, la cual demostró en un ensayo 
de patogenicidad previo ser el más patógeno de los fenotipos aislados en el laboratorio 
(Sandoval, datos no publicados). La cepa fue mantenida en cepario en agar BHI a -20ºC, 
transferida a caldo tripticasa de soya, incubada a 25ºC por 48 h, para luego ser replicada en 
placas con TSA y mantenida a las mismas condiciones, las colonias características fueron 
utilizadas para preparar las diluciones bacterianas en solución salina estéril. 
 
 Los peces fueron mantenidos en acuarios de plástico de 33 L con aireación constante, 
cada acuario era independiente de los demás y no compartían sistema de recirculación de agua o 
filtros. Diariamente se realizaban cambios parciales del agua (50-75%) con agua declorada y 
enfriada mediante enfriadores de agua. La temperatura del agua se mantuvo en 12,93±0,55. Se 
brindó alimento comercial en cantidad de 3% de su peso vivo, cuatro veces al día. La asociación 
de la causa de muerte a Y. ruckeri se llevó a cabo por aislamiento bacteriano e identificación 
bioquímica a partir de muestras asépticas de bazo y riñón craneal en placas con TSA, incubadas 
a 25ºC por 24-48h. Al finalizar el experimento la totalidad de animales fueron sacrificados 
según el protocolo ya descrito y las instalaciones desinfectadas antes del siguiente experimento. 
La dosis letal 50 fue determinada en 1x108 bact/ml. 
 
3.3.2. Ensayo vacunal 
 
Se usaron 240 alevines de trucha arcoíris, peso promedio: 10,52 ± 4,14 g y talla 
promedio: 9,98 ± 1,19 cm, mismo lote que el usado para el cálculo de la DL50. Se utilizaron 
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animales con peso > a 4 g, pues se ha demostrado que el sistema inmune de los peces alcanza su 
madurez a dicha magnitud (Johnson et al., 1982b; Bruno y Munro, 1989). Además peces de este 
tamaño son más susceptibles a infección por Y. ruckeri por lo que las medidas preventivas 
contra esta enfermedad deberían aplicarse en esta etapa. El periodo de adaptación fue de cuatro 
semanas bajo las condiciones descritas anteriormente. 
 
3.3.2.1. Condiciones de crianza 
 
Los peces fueron mantenidos en estanques de 33L con aireación constante. La 
temperatura del agua fue controlada mediante aire acondicionado en el ambiente y enfriadores 
de agua, incluidos en un sistema de recirculación. Se armaron dos sistemas de recirculación 
independientes, uno para los grupos vacunados y otro para los controles, cada uno con filtros 
mecánicos y biológicos propios. Diariamente se realizaban cambios parciales del agua (25-50%) 
con agua declorada y enfriada mediante enfriadores del agua. Se brindó alimento comercial en 
cantidad de 3% del peso vivo, cuatro veces al día. Los valores promedio de las constantes físico-
químicas del agua se observan en el cuadro 6.  
 
Cuadro 6. Parámetros físico-químicos del agua durante el ensayo vacunal. 
Parámetro Valor promedio 
Temperatura 12.91±1.02 ºC 
pH 7.86     
Oxígeno disuelto   7.26 ppm 
Amoniaco-nitrógeno 2.90 ppm 
Nitrito-nitrógeno 0.15 ppm 
Dureza  373.14 ppm 
 
3.3.2.2. Diseño experimental 
 
Los animales fueron distribuidos al azar en cuatro grupos experimentales, el primer 
grupo control fue sometido a falsa vacunación por inmersión, un segundo grupo control recibió 
inyección IP de solución salina estéril al 0,9%, el tercer grupo fue vacunado por inmersión y el 
cuarto por inyección IP, cada grupo estuvo compuesto de 30 peces cada uno (Cuadro 7), el 
experimento se realizó en duplicado. Todos los grupos fueron desafiados experimentalmente 
con una cepa patógena al día 28 posvacunación. Las mortalidades posdesafío fueron registradas 
por un periodo de 18 días, al finalizar el experimento todos los animales fueron sacrificados y se 
tomaron muestras de 5 animales de cada grupo para evaluar alteraciones histopatológicas.  
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Cuadro 7. Distribución de grupos experimentales para el ensayo de eficacia vacunal. 
3.3.2.3. Elaboración del antígeno vacunal 
 
El antígeno vacunal fue elaborado a partir de ocho fenotipos de Y. ruckeri aislados de 
brotes de yersiniosis en tres regiones del país (Ancash, Junín y Huancavelica) por la sección de 
Ictiopatología, FMV-UNMSM, los cuales se mantuvieron en ceparios en medio TSA a -20°C. 
La reactivación de las cepas siguió el protocolo ya descrito. 
 
En un primer paso, muestras de cada fenotipo reactivadas en TSA fueron recolectadas 
en una suspensión en partes iguales, se usó una concentración de 1 x 108 bact/ml por fenotipo 
utilizado, cantidad determinada según escala de Mc Farland y diluciones sucesivas. Se 
centrifugó a 14000 rpm, 4ºC por 5 minutos, se recolectó el pellet y se añadió formalina al 1%, 
se realizaron sucesivos lavados con PBS y finalmente la esterilidad del producto se comprobó 
mediante cultivo bacteriano, negativo a las 48 horas. 
 
Para la concentración de proteínas extracelulares se emplearon aislados reactivados en 
caldo tripticasa de soya, en combinación con ácido tricloroacético (TCA) en relación 1:4 (TCA: 
muestra) y llevado a refrigeración por 24 horas. Posteriormente se realizó centrifugación a 
14000 rpm a 4ºC por 5 minutos. Luego se procedió a eliminar el sobrenadante y se realizó un 
lavado con acetona para eliminar los remanentes del TCA, se continuó centrifugando a 14000 
rpm, a 4ºC por 5 minutos. El producto fue resuspendido en PBS y se sometió a 3 procesos de 
diálisis en solución salina a 4°C para determinar una concentración final de 10 µ/ml. 
 
Los antígenos somáticos y las proteínas extracelulares concentradas fueron combinados 
con un adyuvante acuoso correspondiente a un metabolito derivado de la vitamina A, el cual fue 
diluido en DMSO. 
 
 
 
 
Grupo Número de peces Método de vacunación Reto 
Control 1 30 Falsa vacunación por inmersión 0.1 ml de 1x108 bact/ml 
Control 2 30 Inyección de solución salina 0,9% 0.1 ml de 1x108 bact/ml 
Vacunado 1 30 Inmersión 0.1 ml de 1x108 bact/ml 
Vacunado 2 30 IP 0.1 ml de 1x108 bact/ml 
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3.3.2.4. Procedimiento de vacunación 
 
La metodología de vacunación se realizó siguiendo las recomendaciones de (Amend et 
al., 1983; Tatner y Horne, 1985), que coinciden con  indicaciones de bacterinas comerciales 
actuales (Intervet, 2009). Para el método de inmersión, los peces fueron retirados de sus 
estanques y sumergidos durante un minuto en una solución vacunal diluida 1:10. Los peces 
fueron drenados cuidadosamente para mantener la solución vacunal en el tanque de vacunación 
y luego trasladados a sus respectivos estanques (Figura 6). Para el método IP, los peces fueron 
anestesiados con benzocaína a una dosis de 50 mg/L e inyectados con 0.1 ml de la solución 
vacunal concentrada (Figura 7). Los controles recibieron por un lado una falsa vacunación por 
inmersión (sumergidos en un recipiente de agua declorada por un minuto), y por otro lado 
inyección IP de 0.1 ml de PBS. 
 
 
Figura 6. Vacunación de alevines de trucha arcoíris por el método de inmersión. 
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Figura 7. Vacunación de alevines de trucha arcoíris por el método IP. 
 
3.3.2.5. Desafío experimental  
 
El desafío se realizó a los 28 días posvacunación, vía IP con 0.1 ml de 1x108 bact/ml, se 
utilizó esta vía ya que a pesar de ser una ruta de infección no natural para peces es la única que 
permite una uniforme administración de la dosis, lo que reduce la variabilidad en la respuesta 
(Nordmo, 1997). Todos los grupos recibieron el concentrado de bacterias patógenas. Todos los 
aislados fueron identificados como Y. ruckeri mediante aislamiento y pruebas bioquímicas.  
 
3.3.2.6. Criterios para la evaluación de la eficacia vacunal 
 
Porcentaje de sobrevivencia: A partir del día cero (día de vacunación) se monitorearon 
diariamente signos clínicos y mortalidades producidas hasta el día 28. 
Mortalidad, sobrevivencia acumulada y PRS: Se determinó la mortalidad acumulada hasta 
los 18 días postinoculación y se calculó el PRS. Análisis expresa el nivel de protección que 
puede  otorgar una vacuna según la fórmula de (Amend, 1981): 
Porcentaje de mortalidad en vacunados 
PRS=   1 –        x 100 
Porcentaje de mortalidad en no vacunados  
Para dictaminar la eficacia vacunal se clasificó el PRS según los criterios de (Nordmo, 1997):  
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• PRS < 70 = Vacunación deficiente 
• PRS > 70 = Vacunación suficiente 
• PRS > 80 = Vacunación exitosa 
 
Severidad de alteraciones histopatológicas al día 18 post desafío 
Al finalizar el periodo de evaluación, todos los animales fueron sacrificados y se 
tomaron muestras de bazo, branquias, hígado, intestino y riñón cranel de tres grupos (control, 
vacunado IP, vacunado inmersión). Las muestras fueron conservadas en formalina tamponada al 
10% para luego ser procesadas para histopatología y coloración con H&E según el protocolo 
descrito en el Anexo 1. 
 
Para la clasificación de la severidad de las lesiones microscópicas en tejidos, se usó la 
clasificación elaborada por (Reimschuessel et al., 1992) (Cuadro 8), adaptada por el laboratorio 
para otros trabajos en truchas arcoíris. 
 
Cuadro 8. Criterios para la clasificación de severidad de lesiones microscópicas. 
GRADO EXTENSIÓN DE LA LESIÓN 
I Escasa presencia de la lesión, hasta 25% aproximadamente de toda la muestra. 
II Leve presencia de la lesión por encima de 25% hasta 50% aproximadamente de toda 
la muestra 
III Moderada presencia de la lesión, por encima del 50% hasta 75% aproximadamente 
de toda la muestra. 
IV Severa presencia de la lesión, por encima de 75% hasta aproximadamente el 100% 
de toda la muestra. 
 
3.3.2.7. Análisis de la información 
 
Las tasas de sobrevivencia acumulada al final del desafío fueron evaluadas según 
análisis de supervivencia Kaplan Meier y prueba de log Rank para encontrar diferencias entre 
grupos. La eficacia vacunal se evaluó según la fórmula para PRS. La severidad en las 
alteraciones histopatológicas se compararon mediante prueba de Kruskal-Wallis y en caso de 
existir diferencia, comparación múltiple de Dunn. El score de lesiones se trabajó de manera 
individual para cada lesión. Los datos se presentan en cuadros y gráficos. Los datos fueron 
considerados estadísticamente significativos cuando p<0.05 a un nivel de significancia del 95%. 
Se utilizó el software SPSS Statistics. 
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IV. RESULTADOS 
 
4.1. Mortalidad posvacunación 
 
No se registró mortalidad durante los 28 días de evaluación posvacunación en ninguno 
de los grupos. 
 
4.2. Signos clínicos y lesiones macroscópicas posdesafío 
 
Solo los grupos no vacunado y vacunado por inmersión mostraron signos clínicos, hasta 
el final del desafío el grupo vacunado IP no mostró signología aparente. El primer signo fue la 
inapetencia registrada a partir de las 24 horas post inoculación, a las 48 horas se registró 
melanosis, nado irregular, exoftalmia y nado en tirabuzón. A la necropsia se evidenció 
melanosis, exoftalmia, esplenomegalia, petequias en boca, cavidad oral y base de las aletas, 
hipema, petequias en serosa de ciegos pilóricos, vejiga natatoria hemorrágica, enrojecimiento 
del intestino posterior, dilatación de estómago, intestino y ciegos pilóricos con abundante 
contenido mucoso amarillento-verduzco, palidez branquial y hepática (Figura 8). 
 
 
Figura 8. Lesiones internas en trucha arcoíris no vacunada, desafiada con una cepa de Yersinia 
ruckeri. Se observa palidez hepática (flecha celeste), petequias en tejido graso (flecha negra), 
vejiga natatoria hemorrágica (flechas blancas) y enrojecimiento del ano (flecha azul).  
 
 
 
 
 
42 
 
4.3. Mortalidad acumulada, análisis de sobrevivencia y PRS  
 
La mortalidad se inició a las 48 horas en el grupo control y a las 72 horas en el 
vacunado por inmersión, en ambos casos se detuvieron al día 15 posdesafío, el grupo vacunado 
IP no registró mortalidad. Al comparar la supervivencia según Kaplan Meier y prueba de log 
Rank no se encontraron diferencias estadísticas entre los duplicados de un mismo grupo 
(p>0.05), por lo que los datos fueron agrupados, de manera análoga los grupos control (falsa 
vacunación por inmersión e inyección IP de PBS) fueron trabajados como uno solo. Con la data 
unificada en tres grupos (control, vacunado inmersión y vacunado IP) se procedió a realizar el 
análisis. El porcentaje de mortalidad acumulada para el grupo control fue de 50%, vacunado 
inmersión 35.48% y vacunado IP 0%. Se encontró diferencia estadística significativa en la 
supervivencia del grupo control y vacunado por inmersión (p=0.032), grupo control y vacunado 
IP (p=0,0000000001) y grupo vacunado inmersión con vacunado IP (p=0,0000002) (Figura 9). 
Los PRS fueron de 29.03% para el método de inmersión y 100% para el método IP, 
clasificándose como vacunación deficiente y exitosa respectivamente.  
 
 
 
Figura 9. Proporción de supervivencia acumulada para grupo control, vacunado por inmersión y 
vacunado intraperitoneal hasta 18 DPD. 
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4.4. Severidad de alteraciones histopatológicas 
 
Se identificaron cuatro alteraciones histopatológicas en bazo, con severidad de leve a 
moderada (Cuadro 9). El incremento de CMM fue numéricamente más severo en animales 
vacunados IP (promedio 2.2) aunque no se hallaron diferencias significativas con los grupos 
restantes. Se encontró diferencia significativa al evaluar la hiperplasia leucocitaria en animales 
no vacunados (0.8) y vacunados (3.2 IP, 2.0 inmersión). En animales vacunados por inmersión 
predominaban células poco diferenciadas, grandes, con núcleos escasamente basófilos y en 
animales vacunados IP predominaban células maduras, pequeñas de núcleos fuertemente 
basófilos (Figura 10). La presencia de hemosiderina fue estadísticamente más severa en el grupo 
control (2.2) y vacunado IP (2.4) a comparación del vacunado por inmersión (0.8). A su vez, 
existió diferencia significativa en la severidad de la congestión en el grupo control (3.0) a 
comparación del vacunado IP (1.2), no existiendo diferencia al comparar el grupo IP con el de 
inmersión (1.8) (Figura 11). 
 
Cuadro 9. Frecuencia y severidad de alteraciones histopatológicas en bazo de truchas arcoíris no 
vacunadas y vacunadas contra Y. ruckeri, sobrevivientes a un desafío experimental con una cepa 
patógena de campo. 
Alteraciones 
Control Vacunado IP Vacunado inmersión 
Fr S Fr S Fr S 
Incremento de CMM 5/5 1.8a 5/5 2.2a 5/5 1.8a 
Hiperplasia leucocitaria 3/5 0.8a 5/5 3.2b 4/5 2.0b 
Depósitos de hemosiderina 5/5 2.2a 5/5 2.4ª 4/5 0.8b 
Congestión 5/5 3.0a 3/5 1.2b 4/5 1.8ab 
Fr: Frecuencia, S: Score de lesiones (promedio), CMM: Centros melanomacrófagos 
Superíndices distintos en la misma fila indican diferencia estadística significativa (p<0.05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
44 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Microfotografías de bazo de truchas arcoíris sobrevivientes a un desafío experimental 
con Y. ruckeri. A. Severo incremento en la celularidad asociada a células de núcleos pequeños y 
basófilos (vacunada IP). B. Leve incremento en la celularidad asociada a células poco 
diferenciadas de núcleos prominentes y escasa basofilia (vacunado inmersión) C. Congestión 
esplénica, celularidad leucocitaria normal (no vacunada, retado).  H&E 400X. 
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Figura 11. Microfotografía de bazo de trucha arcoíris vacunada por inmersión sobreviviente a 
un desafío experimental con Y. ruckeri. Se observa moderada congestión (flechas negras) e 
incremento de CMM (flechas verdes). H&E 400X. 
 
En hígado, se identificaron siete alteraciones histopatológicas con severidad de escasa a 
leve (Cuadro 10). El incremento de centros melanomacrófagos fue más severo en los grupos 
vacunados (IP 1.8 e inmersión 1.0) que en el no vacunado (0.8). No se hallaron diferencias entre 
grupos para la lesión correspondiente a infiltrado leucocitario, sin embargo fue numéricamente 
menor para el grupo vacunado IP (1.0) a comparación de los restantes (1.8). Este infiltrado se 
caracterizó por presentarse principalmente alrededor de los canalículos biliares y estuvo 
compuesto principalmente de linfocitos y melanomacrófagos (Figura 12). La severidad de la 
necrosis de hepatocitos fue significativa menor en el grupo vacunado IP (0) comparado con el 
vacunado por inmersión (2.0) y numéricamente menor que el control (1.0) (Figura 13). La 
degeneración hidrópica estuvo ausente en el grupo vacunado IP (0) a comparación del control 
(1.2) y vacunado por inmersión (0.5), no existiendo diferencia significativa con este último 
grupo. La hiperplasia de canalículos fue un hallazgo de baja frecuencia y severidad mínima, no 
encontrándose diferencia significativa para ningún grupo. La degeneración grasa se encontró en 
un promedio cercano al grado 2, sin diferencias entre grupos. Tampoco se encontró diferencias 
en la severidad de la congestión hepática entre grupos. 
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Cuadro 10. Frecuencia y severidad de alteraciones histopatológicas en hígado de truchas arcoíris 
no vacunadas y vacunadas contra Y. ruckeri, sobrevivientes a un desafío experimental con una 
cepa patógena de campo. 
Alteraciones 
Control Vacunado IP Vacunado Inmersión 
Fr S Fr S Fr S 
Incremento de CMM 5/5 0.8a 4/5 1.8b 4/4 1.0b 
Hiperplasia de canalículos 1/5 0.2a 1/5 0.2a 2/4 0.5a 
Necrosis de hepatocitos 3/5 1.0a 0/5 0a 4/4 2.0b 
Infiltrado leucocitario 4/5 1.8a 5/5 1.0a 4/5 1.8a 
Degeneración hidrópica 4/5 1.2a 0/5 0b 2/4 0.5ab 
Degeneración grasa 4/5 2.0a 4/5 2.0a 3/4 1.8a 
Congestión 4/5 1.2a 4/5 1.8a 4/4 2.3a 
Fr: Frecuencia, S: Promedio Severidad, CMM: Centro melanomacrófagos 
Superíndices distintos en la misma fila indican diferencia estadística significativa (p<0.05). 
 
Figura 12. Microfotografía de hígado de trucha arcoíris no vacunada sobreviviente a un desafío 
experimental con Y. ruckeri. Se aprecia infiltrado pericanalicular. Se observan linfocitos 
(flechas blancas) y melanomacrófagos (flechas verdes). H&E, 400X 
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Figura 13. Microfotografías de hígado de trucha arcoíris sobreviviente a un desafío 
experimental con Y. ruckeri. A. Citoarquitectura normal del hígado (vacunado IP). B. Necrosis 
de hepatocitos asociada a infiltrado linfocítico (flechas negras). H&E, 400X. 
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La alteración histopatológica más evidente en riñón craneal fue la hiperplasia 
leucocitaria (Cuadro 11), la cual fue más severa en el grupo vacunado IP (2.6) que en el 
vacunado por inmersión (1.4) y control (1.8), (Figura 14 y 15). Se registró incremento en CMM 
en los tres grupos en grado leve, sin diferencia entre grupos. La congestión fue más severa en 
los grupos control y vacunado inmersión (2.2) que en vacunado IP (1.0), pero sin diferencia 
significativa. También se encontró necrosis tubular, degeneración hidrópica, degeneración 
hialina y túbulos en regeneración en grados de escaso a leve (Figura 16), no se lograron 
determinar diferencias entre grupos en estas lesiones, ya que la sección de corte no permitió 
observar tejido excretor para cuatro muestras de animales vacunados IP. 
 
Cuadro 11. Frecuencia y severidad de alteraciones histopatológicas en riñón craneal de truchas 
arcoíris no vacunadas y vacunadas contra Y. ruckeri, sobrevivientes a un desafío experimental 
con una cepa patógena de campo. 
Alteraciones Control Vacunado IP Vacunado Inmersión 
Fr S Fr S Fr S 
Hiperplasia leucocitaria 5/5 1.8ab 5/5 2.6a 4/5 1.4b 
Incremento de CMM 5/5 2.0a 5/5 2.2a 5/5 1.8a 
Congestión 5/5 2.2a 5/5 1.0a 5/5 2.2a 
Necrosis tubular 5/5 1.2 1/5* 1* 2/5 0.4 
Degeneración hidrópica 3/5 0.6 1/5* 1* 2/5 0.6 
Degeneración hialina 4/5 1.4 1/5* 1* 1/5 0.2 
Túbulos en regeneración 5/5 1.2 1/5* 1* 4/5 1.2 
Fr: Frecuencia, S: Severidad, CMM: Centros melanomacrófagos 
*La sección de corte no permitió la observación de tejido excretor en los 4 órganos restantes. 
Superíndices distintos en la misma fila indican diferencia estadística significativa (p<0.05). 
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Figura 14. Microfotografía de riñón craneal de trucha arcoíris no vacunada sobreviviente a un 
desafío experimental con Y. ruckeri. Se observa la estructura normal del órgano. H&E, 400X. 
 
 
Figura 15. Microfotografía de riñón craneal de trucha arcoíris vacunada IP sobreviviente a un 
desafío experimental con Y. ruckeri. Se observa severa hiperplasia leucocitaria e incremento de 
CMM. H&E, 400X. 
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Figura 16. Microfotografía de riñón craneal de trucha arcoíris no vacunada sobreviviente a un 
desafío experimental con Y. ruckeri. Se observa escasa necrosis tubular (flecha negras) y 
túbulos en regeneración (flechas blancas). H&E, 400X. 
 
En intestino, se identificaron cinco alteraciones histopatológicas en severdad de leve a 
moderada (Cuadro 12). La lesión más importante fue la hiperplasia de enterocitos con un 
promedio de severidad muy similar entre grupos (2.6), ademáse se halló hiperplasia de células 
caliciformes de grado 2.0 para el grupo control, 1.8 para vacunado IP y 2.0 para vacunado 
inmersión. La necrosis fue significativamente mayor en el grupo vacunado por inmersión (3.0) a 
comparación del control (1.6) y vacunado IP (1.0), aunque en este último grupo fue menor no se 
encontró diferencia estadísticas con el control (Figura 17). La peritonitis fue numéricamente 
menor en vacunados IP (1.0)  que en controles (2.0) y vacunados por inmersión (1.0) aunque no 
existieron diferencias entre grupos. En dos casos (un control y un vacunado IP) se observaron 
organismos bacilares basófilos semejantes a bacterias en presentación leve dentro del moco, que 
sin embargo, no se encontraban invadiendo los tejidos circundantes (Figura 18). 
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Cuadro 12. Frecuencia y severidad de alteraciones histopatológicas en intestino en truchas 
arcoíris no vacunadas y vacunadas contra Y. ruckeri, sobrevivientes a un desafío experimental 
con una cepa patógena de campo. 
 
Alteraciones Control Vacunado IP Vacunado Inmersión 
Fr S Fr S Fr S 
Hiperplasia de enterocitos 5/5 2.6a 5/5 2.6a 5/5 2.5a 
Hiperplasia de cél. caliciformes 5/5 2.0a 5/5 1.8a 5/5 2.0a 
Necrosis 5/5 1.6ab 4/5 1.0a 5/5 3.0b 
Infiltración transepitelial de linfocitos 5/5 2.4a 5/5 1.8a 5/5 2.0a 
Peritonitis 5/5 2.0a 3/5 1.0a 5/5 1.5a 
Presencia de bacterias en moco 1/5 0.2a 1/5 0.2a 0/5 0a 
Fr: Frecuencia, S: Score de lesiones 
Superíndices distintos en la misma fila indican diferencia estadística significativa (p<0.05). 
 
 
 
Figura 17. Conglomerados de estructuras bacilares basófilas semejantes a bacterias en el moco 
intestinal (flechas negras) en el lumen intestinal de trucha arcoíris no vacunada sobreviviente a 
un desafío experimental con Y. ruckeri. H&E, 400X. 
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Figura 18. Microfotografía de intestino de trucha arcoíris no vacunada, sobreviviente a un 
desafío experimental con Y. ruckeri. Se observa necrosis intestinal con descamación de células 
epiteliales (flechas negras), abundante moco (flechas azules) e hiperplasia de enterocitos 
(flechas verdes). H&E, 400X. 
 
A nivel de branquias (Cuadro 13, Figura 19) no se encontró diferencias en la severidad 
de lesiones entre grupos, observándose presencia de CMM en grado escaso (1.0 promedio para 
los tres grupos), hiperplasia y fusión de lamelas la cual fue más severa en vacunados IP (3.0) y 
en vacunados por inmersión (2.8), a comparación del grupo control (1.8). Asimismo hiperplasia 
de células mucosas 1.5 en el grupo control, 2.0 en vacunado IP y 2.2 en vacunado por 
inmersión. También se observaron células graulares eosinofílicas y congestión en grado escaso 
a  leve. 
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Cuadro 13. Frecuencia y severidad de alteraciones histopatológicas en branquias de truchas 
arcoíris no vacunadas y vacunadas contra Y. ruckeri, sobrevivientes a un desafío experimental 
con una cepa patógena de campo. 
Alteraciones Control Vacunado IP Vacunado Inmersión 
 
Fr S Fr  S Fr S 
Presencia de CMM 3/4 1.0a 4/5 1.0a 4/5 1.0a 
Hiperplasia y fusión de lamelas 4/4 1.8a 5/5 3.0b 5/5 2.8ab 
Hiperplasia cél. mucosas 3/4 1.5a 5/5 2.0a 5/5 2.2a 
Cél. granulares eosinofílicas 1/4 0.5a 4/5 1.2a 4/5 1.4a 
Congestión 3/4 1.0a 3/5 1.0a 5/5 1.6a 
Fr: Frecuencia, S: Score de lesiones, CMM: Centros melanomacrófagos 
Superíndices distintos en la misma fila indican diferencia estadística significativa (p<0.05). 
 
 
Figura 19. Microfotografía de branquia de trucha arcoíris vacunada inmersión sobreviviente a 
un reto experimental contra Y. ruckeri. Se observa hiperplasia y fusión de lamelas (flechas 
blancas) e hiperplasia de células mucosas (flechas azules). H&E, 400X. 
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V. DISCUSIÓN 
 
La vacuna se elaboró de partir de cultivos puros de ocho fenotipos de Y. ruckeri 
inactivados en formaldehído, a los que se les adicionó concentrado de proteínas extracelulares y 
adyuvante acuoso correspondiente a un metabolito de la vitamina A. La metodología de 
elaboración de esta vacuna difiere del usado en la mayoría de vacunas comerciales y 
experimentales contra Y. ruckeri, que corresponden a bacterinas clásicas, sin otras porciones 
bacterianas, ni adyuvantes. Para la comparación de resultados se referencian solo las 
investigaciones que hayan seguido el mismo protocolo de desafio, ya que es conocido que los 
índices de protección varían para la misma vacuna dependiendo de la vía de infección (Nordmo 
y Ramstad, 1997; Raida y Buchmann, 2008).  
 
La DL50 (1x108 bact/ml) determinada fue superior a las reportadas por otros autores. 
Tinsley (2010) encontró que dosis de 1x104 bact/ml  provocaban mortalidades de entre 80-100% 
hasta el día 7 post-desafío. Otros estudios reportan DL50 de entre 9.5 x 103 a 9 x 106 bact/ml 
(Romalde et al., 1993), 3.1 x 102 a 6.3 x 103bact/ml (Fouz et al., 2006) y 5 x 105 bact/ml (Raida 
y Buchmann, 2008b). El incremento de la DL50 puede deberse a pérdida de patogenicidad 
producto de subcultivos sucesivos en el laboratorio, o al grado de virulencia propio de la cepa 
utilizada. Se ha sugerido que cepas preservadas en laboratorio por periodos prolongados pierden 
virulencia (Ishiguro et al., 1981), no obstante Davies (1989) demostró que luego de cuatro 
pasajes in vivo no hubo mayores diferencias en la mortalidad producida por las mismas dosis de 
Y. ruckeri, resultados corroborados por (Villumsen et al., 2014). Evidencias que permiten 
sostener que la patogenicidad de la cepa desafío usada en esta investigación es menor a las 
reportadas en la literatura anteriormente citada. 
 
No se registraron alteraciones clínicas, ni mortalidad posvacunación, por lo que se 
descarta que la vacuna provoque mortalidad por exposición o toxicidad hasta el día 28 
posvacunación, en truchas arcoíris, a las dosis aplicadas. Por otro lado, luego del desafío los 
primeros signos clínicos fueron detectados a partir del segundo día,  lo que coincide con lo 
reportado por Seeker et al., (2011) quienes describen melanosis, letargo e inapetencia a partir 
del tercer día para suspensiones de 1x108 y 4x108 bact/ml de  Y. ruckeri. Avci y Birincioğlu 
(2005) también mencionan como principales signos clínicos letargo, inapetencia y melanosis en 
retos experimentales con Y. ruckeri, sin dar mayores datos acerca del tiempo hasta la aparición 
de dichos signos. Existen reportes de severa afección cerebral producto de infecciones con Y. 
ruckeri (Ohtan et al., 2014), lo que explicaría signos nerviosos como el nado errático y en 
tirabuzón observados. Por otro lado, Y. ruckeri provoca lesiones edematosas en las glándulas 
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coroidales, con acumulación intraocular de fluido (Busch, 1978), que explican la exoftalmia 
encontrada. 
 
Las petequias y hemorragias alrededor de la boca, ano, ojos, aletas, vejiga natatoria, 
serosas y tejido adiposo encontradas en el presente estudio son lesiones típicas de la 
enfermedad, descritas tanto para brotes de campo como para desafíos experimentales (Bush y 
Lingg, 1975; Avci y Birincioğlu, 2005; Mahjoor y Akhlaghi, 2012). Estas lesiones son resultado 
de la congestión de lechos capilares y vasos sinusoidales con pérdida de integridad de los 
mismos (Busch, 1978), y se logra reproducirlas al inyectar PEC de Y. ruckeri (Romalde y 
Toranzo, 1993). Dentro de los componentes de los PEC se ha responsabilizado por estas 
lesiones a la proteasa Yrp1, la cual digiere varios componentes de la matriz extracelular y 
proteínas musculares, alterando las membranas con formación de poros en los capilares 
sanguíneos (Fernández et al., 2003), así como a la hemolisina YhlA, que ocasiona lisis de 
eritrocitos y células de cultivo celular (Fernández et al., 2007b). Otras lesiones encontradas 
como esplenomegalia y dilatación de estómago, intestino y ciegos pilóricos con abundante 
contenido mucoso también son características de casos de yersiniosis (Roberts, 1983; Avci y 
Birincioğlu, 2005). 
 
Los datos de sobrevivencia acumulada indican que existe diferencia estadísticamente 
significativa entre todos los grupos (vacunados IP > vacunados por inmersión>controles). Al 
clasificar la eficacia vacunal según los criterios descritos por Nordmo (1997) se determinó que 
el método IP se considera exitoso (PRS=100%) y el de inmersión deficiente (PRS=29.03%). 
 
El método IP resultó 100% eficaz, datos superiores a los obtenidos en condiciones 
experimentales para bacterinas comerciales sin adyuvante (PRS=75%) (Raida y Buchmann, 
2008a). Así como a los alcanzados por Ispir y Dorucu (2014), en truchas arcoíris vacunadas con 
bacterina experimental sin adyuvante, en las que al finalizar el desafío al día 14, se obtuvo PRS 
de 77.4% para animales con vacunación IP única y 83.8% para animales revacunados a los 20 
días. Los resultados demuestran además que la protección se puede alcanzar en menor tiempo 
(desafío a los 28 días vs 45 días posvacunación). Fernández et al. (2003) lograron un PRS de 
79% mediante aplicación intramuscular de toxoide de la proteasa Yrp1. Los resultados no 
permiten aseverar que el antígeno vacunal de la presente investigación sea más eficaz que los 
referidos ya que en nuestro experimento el reto fue menos severo y las condiciones en las que se 
aplicó fueron distintas, no obstante es un buen precedente para subsiguientes investigaciones, en 
las que se debería realizar ensayos de eficacia comparativos que incluyan vacunas comerciales y 
principalmente determinar si el adyuvante está mejorando el desempeño vacunal como los 
resultados sugieren, para lo cual se sugieren ensayos con y sin adyuvante. 
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El PRS obtenido para el método de inmersión (29.03%) es ligeramente supeior al 
obtenido experimentalmente para bacterinas comerciales aplicadas en truchas arcoíris bajo 
condiciones similares: dilución (1:10) por 30 segundos, sin revacunación y reto IP. En 2013, 
Deshmukh et al., evaluaron la eficacia de una bacterina comercial sin adyuvante “AquaVac 
ERM” consiguiendo PRS de 13.5% y 29.5%, con las diferencias que el reto se realizó a los 4 y 
5 meses posvacunación respectivamente y los controles alcanzaron una mortalidad de 73.7% y 
62%, mientras que en la presente investigación fue de 50%. Otros autores reportan PRS 
similares: 19.2% y 20.4% para retos a los 5 y 7 meses posvacunación (Chettri et al., 2013). De 
igual manera, fue superior al 5 y 13% obtenido por Chettri et al., (2015) para truchas con otra 
bacterina comercial sin adyuvante “AquaVac® RELERA”, retadas a los 4 y 5 meses 
posvacunación respectivamente, nuevamente las diferencias son el tiempo hasta el reto y las 
mortalidades alcanzadas por el grupo control (84 y 69% respectivamente).  
 
Otros reportes, sin embargo, evidencian mejores resultados para este método. 
Deshmukh et al. (2013) obtuvieron PRS de 42.3% y 52% para una bacterina comercial sin 
adyuvante. Tinsley et al. (2011) obtuvieron PRS de entre 72 a 100% para vacunas comerciales 
aplicadas en condiciones idénticas (reto IP a los 28 días post-vacunación, evaluación de 
mortalidad durante 21 días). Ispir y Dorucu (2010) determinaron PRS de 74% (dosis única) y 
81.4% (dos dosis en un intervalo de 20 días) para vacunación por inmersión con PEC de Y. 
ruckeri. Los resultados son también inferiores a los hallados para bacterina experimental con 
adyuvante acuoso: Montanide™ IM 1312 VG aplicada vía inmersión, con la que se obtuvieron 
PRS de entre 93.3 a 100%, numéricamente superiores a los obtenidos para vacunas sin 
adyuvante (Soltani et al., 2013). Así mismo, el PRS es inferior al obtenido para una bacterina 
comercial australiana a la que se le añadió tripsina (PRS=55.6%), con la particularidad que esta 
vacuna se probó en salmón del Atlántico y no en truchas arcoíris como en las referencias 
descritas anteriormente (Costa et al., 2011). 
 
La determinación de la eficacia vacunal depende en gran medida del porcentaje de 
mortalidad alcanzado por el grupo control, retos muy severos pueden enmascarar el efecto 
benéfico por lo que los ensayos vacunales se han estandarizado para una DL50 (Chia, 1998). En 
la presenta investigación, la dosis desafío alcanzó dicho porcentaje y a pesar de ello no se 
lograron resultados satisfactorios para la vía inmersión, proponiéndose varias hipótesis: dosis de 
inmunógeno insuficiente, necesidad de revacunación o baja captación de antígenos por las 
branquias. Diluciones y tiempos de inmersión mayores (1:10 por 30s) no incrementan la 
captación de antígeno vacunal, ya que resultan en menor protección contra el desafío, lo que 
indica que existe una cantidad finita de la vacuna que puede ser absorbida por peces de un 
tamaño específico y determinada dilución de la vacuna (Tatner y Horne, 1985), por lo que se 
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descarta que la deficiencia esté en el método de aplicación de la vacuna. La necesidad de mayor 
dosis de inmunógeno o revacunación pueden ser posibles explicaciones, las cuales deben ser 
investigarse en estudios sucesivos. 
 
Vía branquial ocurre una rápida e importante captación de antígenos de Y. ruckeri 
(Tobback, 2009; Ohtani et al., 2014), por lo que de encontrarse lesionadas al momento de la 
vacunación, la captación de antígenos se vería reducida y con ello el desarrollo de la inmunidad. 
El grado de lesiones histopatológicas branquiales (leve a moderado) encontradas en todos los 
grupos experimentales (sin diferencia estadística) permite sostener que el problema fue  baja 
captación branquial de antígenos. Si bien las lesiones encontradas pueden asociarse al efecto del 
desafío, su alta frecuencia, la ausencia de diferencia significativa en su severidad y el hecho que 
estén presentes hasta en truchas vacunadas IP, que presentaron la menor severidad de lesiones 
consideradas perjudiciales en otros órganos, sugieren que están asociadas a otro factor. Avci y 
Birincioğlu (2005) describieron lesiones branquiales correspondientes a hiperplasia interlamelar 
en truchas desafiadas con Y. ruckeri, lesiones que fueron consideradas atípicas para la 
enfermedad y fueron asociadas en cambio, a mala calidad del agua. Para este estudio, los 
parámetros físico químicos del agua fueron óptimos para el desarrollo de truchas arcoíris con la 
excepción de los niveles de amonio-nitrógeno, los cuales se encontraban elevados en el rango 
subletal. Niveles subletales de amonio en agua (2-5 mg/L) provocan hiperemia y fusión de 
lamelas secundarias en tilapias nilóticas (Benli et al., 2008). Para futuros estudios se sugiere 
utilizar sistemas que permitan el óptimo control de las condiciones físico-químicas del agua a 
fin de proveer datos más confiables. 
 
El score de lesiones es una herramienta muy usada en ensayos de eficacia vacunal en 
aves (Gric et al., 2009), no obstante en peces es poco utilizado. Deshmukh et al., (2012) 
aplicaron una escala de severidad a lesiones macroscópicas en cavidad oral, aletas e intestino, 
caracterizadas por lesiones petequiales y hemorrágicas producto de desafíos experimentales con 
Y. ruckeri, la severidad se cuantificó en una escala del 0 al 4, logrando encontrar diferencias 
entre los grupos analizados. La misma metodología fue replicada posteriormente para lesiones 
microscópicas (Deshmukh et al., 2013). Con base en estos precedentes se decidió usar esta 
herramienta a fin de brindar mayor información de los mecanismos de protección vacunales. 
 
Los cambios necróticos encontrados en hígado y riñón han sido reportados por otros 
autores en infecciones naturales (Frierichs et al., 1985) y experimentales (Avci y Birincioğlu 
2005; Tinsley, 2010). La severidad de la necrosis y degeneración hidrópica en hígado fue 
numéricamente menor en vacunados IP que en el grupo control y significativamente menor que 
en vacunados por inmersión corroborando la eficacia ya demostrada según ausencia de signos 
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clínicos y 100% de PRS y la deficiencia mostrada por el método de inmersión. En el caso de la 
necrosis renal, se ha descrito que la severidad de los focos necróticos en riñón es menor en 
animales vacunados que en no vacunados (Deshmukh et al., 2013), sin embargo nuestros 
resultados no permiten confirmar dichos hallazgos, ya que si bien  la frecuencia de lesiones 
renales fue menor en animales vacunados IP, esto se debió a que los cortes histológicos 
practicados contenían en la gran mayoría de casos tejido exclusivamente linfohematopoyético y 
no renal. Otras lesiones renales como la regeneración tubular también han sido descritas para 
truchas desafiadas con Y. ruckeri (Tinsley, 2010). La degeneración grasa hepática ha sido 
descrita para animales con infección crónica por Y. ruckeri (Avci y Birincioğlu, 2005; Tinsley, 
2010). 
 
La necrosis intestinal con desprendimiento de la mucosa ha sido relatada también por 
(Karatas et al., 2004; Mahjoor y Akhlaghi, 2012). La peritonitis en animales sobrevivientes al 
desafío se observó anteriormente en truchas arcoíris que sobrevivieron a una inyección IP de Y. 
ruckeri (Alfonso et al., 1998). Los resultados de la severidad de ambas lesiones corroboran lo 
observado en hígado.  
 
En todos los grupos se registró incremento en la celularidad en bazo y riñón craneal, 
significativamente mayor en animales vacunados IP. Deshmukh et al., 2013 reporta que tanto 
animales vacunados como no vacunados, desafiados con Y. ruckeri evidenciaron cambio en la 
morfología celular en bazo y en riñón, predominando células pleomórficas, alargadas con escasa 
basofilia, que asemejaban a macrófagos, nuestros hallazgos coinciden con estas descripciones 
para vacunados por inmersión y en menor medida controles, en vacunados IP difieren ya que las 
células encontradas eran pequeñas, de marcada basofilia y más semejantes a mononucleares. El 
incremento de celularidad leucocitaria en riñón también ha sido descrita por (Avci y 
Birincioğlu, 2005) producto de infecciones experimentales crónicas por Y. ruckeri (considerada 
como crónica a partir del día 13 post-infección) como proliferación de células mononucleares 
(Tobback, 2009) en truchas sobrevivientes a la infección experimental (Tobback, 2009), y en 
brotes de campo (Mahjoor y Akhlaghi, 2012), en todos estos reportes los animales no fueron 
vacunados previamente. Si bien estas alteraciones no son efectos exclusivos de la vacunación, la 
magnitud con la que se expresó en el grupo con la mejor sobrevivencia indica que son parte 
importante del mecanismo protector vacunal. 
 
La presencia de melanomacrófagos en bajo número en riñón, bazo o hígado se 
considera normal en ciertas especies de peces, pero su incremento está asociado a infecciones 
crónicas (Agius y Roberts, 2003). Estas células poseen capacidad de fagocitar antígenos, lo que 
estimula la respuesta inmune adaptativa (Press y Evensen, 1999), y su incremento descrito en 
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truchas sobrevivientes a infecciones con Y. ruckeri (Tobback, 2009). Se presume que su 
incremento tanto en animales vacunados como no vacunados corresponda a un efecto de dicha 
función. Tobback (2009) describe incremento de CMM en riñón en truchas sobrevivientes a un 
reto experimental que no habían sido vacunadas previamente, lo que fortalece la idea de que se 
trata de una respuesta asociada a la sobrevivencia. No obstante, no se puede discernir entre el 
efecto de la vacunación inicial y el desafío, ya que esta característica también ha sido descrita en 
el grupo control y la estadística no sugiere mayor severidad en animales vacunados. 
 
La hemosiderosis encontrada en riñón se puede explicar al relacionar la formación de  
hemosiderina con el efecto de la bacteria. La hemosiderina está compuesta de ión férrico y 
proteínas derivadas del catabolismo de la hemoglobina (Kranz, 1989), en teleósteos su 
distribución se ha visto restringida a los centros melanomacrófagos del bazo. Su aumento está 
asociado a incremento en la lisis de eritrocitos o a un incremento en la retención de hierro por 
parte de los melanomacrófagos como mecanismo de protección (Agius, 1981). Uno de los 
factores de virulencia de Y. ruckeri, la hemolisina YhlA ocasiona lisis de eritrocitos (Fernández 
et al., 2007b), responsable directo de este tipo de lesiones. 
 
Los hallazgos histopatológicos confirman los resultados del PRS, en el sentido que la 
aplicación IP de la vacuna experimental contra Y. ruckeri es altamente eficaz contra la infección 
experimental, evidenciando que alteraciones asociadas a daño celular (necrosis y degeneración 
hidrópica en hígado) fueron significativamente menos severas y hasta ausentes, mientras que 
alteraciones consideradas protectoras (incremento en la celularidad leucocitaria) fueron 
significativamente más acentuadas en este grupo, sin embargo los resultados para el método de 
inmersión fueron deficientes, requeriéndose estudios complementarios para confirmar si el 
problema radicó en mala calidad del agua o se requiere optimizar el protocolo de vacunación 
para este método. Por otro lado, se determinó que esta vacuna no resulta tóxica y brinda 
resultados superiores a vacunas comerciales e experimentales de otros países, por lo que debeser 
considerada como una alternativa promisoria para mejorar los índices de protección contra la 
yersiniosis y asegurar el desarrollo sostenible de esta producción en el país. A pesar de los 
excelentes resultados de la vía IP, esta metodología es poco práctica pues la yersiniosis afecta 
alevines de pequeño tamaño (<10g), en cuyo caso la aplicación IP resulta costosa y laboriosa. A 
fin de establecer a futuro una vacuna comercial nacional contra la yersiniosis se sugiere 
encaminar futuras investigaciones a mejorar los índices de supervivencia para el método de 
inmersión ya sea incrementando la dosis de antígeno vacunal y/o haciendo uso de 
revacunaciones. Sugiriéndose además evaluar a detalle el efecto del adyuvante en la protección 
contra Y. ruckeri, que no fue objeto directo de estudio de la presente investigación, antes de 
continuar con la evaluación de la eficacia de esta vacuna en campo. 
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VI. CONCLUSIONES 
 
- La aplicación en truchas arcoíris de vacuna contra Yersinia ruckeri, elaborada a partir de 
bacterina modificada, a la que se le añadió concentrado de proteínas extracelulares y 
metabolito de la vitamina A, no provoca mortalidades por exposición hasta el día 28 
posvacunación.  
- La sobrevivencia acumulada posdesafío entre grupos, es significativamente superior en 
vacunados via IP, que en vacunados por inmersión y en estos últimos que en no vacunados. 
- La protección brindada por la vacunación IP induce menor frecuencia, severidad y hasta 
ausencia de alteraciones histopatológicas asociadas a daño tisular y mayor severidad de 
alteraciones consideradas protectoras a comparación del método de inmersión y no 
vacunados. 
- La vacunación IP resulta altamente exitosa y la de inmersión deficiente según PRS y 
análisis histopatológico. 
- La protección vacunal inducida por la vía IP involucra mecanismos de inmunidad innata y 
celular. 
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VIII. APÉNDICE 
 
Anexo 1. Procesamiento de las muestras para histopatología 
 
A. Fijación 
 
Ni bien fueron obtenidas, las muestras fueron fijadas en formalina tamponada al 10% 
para conservar la estructura morfológica y química de las células y tejidos. 
 
B. Deshidratación 
 
Se realiza con el objetivo de eliminar el agua intra y extracelular para lo cual los tejidos 
son deshidratados sumergiéndolos en líquidos anhidros, ávidos de agua. Se utilizaron alcoholes 
de distintas concentraciones: 
- Alcohol etílico al 70 por 100 por 1 hora. 
- Alcohol etílico al 80 por 100 por 1 hora. 
- Alcohol etílico al 95 por 100 por 1 hora. 
- Alcohol etílico al 100 por 100 por 1 hora. 
- Alcohol etílico al 100 por 100 por 1 hora. 
- Alcohol etílico al 100 por 100 por 1 hora. 
 
C. Aclaración 
 
Este procedimiento permite que el alcohol de los tejidos sea reemplazado por un líquido 
que disuelva la parafina con la cual el tejido va a ser impregnado y tiene la propiedad de volver 
transparentes a las muestras, para elllo se utilizó inmersiones en xileno según el siguiente 
proceso: 
- Xileno 1 1 hora 
- Xileno 2 1 hora 
- Xileno 3 1 hora 
 
D. Inclusión 
 
Este proceso comprende la impregnación de las muestras con un medio que llene todas 
las cavidades naturales, espacios e intersticios tisulares y aun los espacios intracelulares, 
proporcionando consistencia firme, necesaria para realizar los cortes sin provocar distorsión. 
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Permite encerrrarlos en un bloque de parafina que facilita el manejo y fijación de la muestra al 
micrótomo sin dañarla, para ello se utilizó inmersiones en parafina según el siguiente proceso: 
- Parafina líquida I 1 horas 
- Parafina líquida II 2 horas 
 
Posteriormente cada una de las muestras fue colocada en el centro de un molde con parafina 
líquida y se dejó reposar al medio ambiente hasta que solidifique. 
 
E. Corte 
 
Para el corte de las muestras se utilizó un micrótomo de deslizamiento verificando que 
esté ajustado para el grosor de 5-6µm, se colocó el bloque de parafina conteniendo la muestra y 
se comenzó el corte con impulsos regulares. Luego se retomaron las láminas de parafina 
cortadas con el micrótomo conteniendo las muestras y se hizo flotar en un recipiente de agua a 
temperatura ambiente para quitar el excedente de parafina, se introdujo al recipiente una 
laminilla, se colocó la muestra en ella y se levantó suavemente con un movimiento uniforme y 
al tocar el borde de la muestra, esta se adhirió a ella, dejándose escurrir la laminilla con la 
muestra impregnada a un ángulo de 60º durante dos a cinco minutos. 
 
F. Secado de cortes 
 
Una vez los cortes de las muestras se colocaron en una estufa a temperaturas de 37ºC a 
40ºC durante toda la noche. El secado permite que desaparezca toda huella de agua entre el 
corte y el portaobjetos. 
 
G. Tinción de cortes 
 
Se utilizó la tinción de Hematoxilina & Eosina (H&E) que son colorantes de contraste. 
La hematoxilina permite observar las estructuras basófilas y la eosina las estructuras acidófilas.  
 
Primero se sumergieron los cortes en baño con xileno I durante tres minutos, luego se 
pasaron a baño en xileno II por dos minutos, se dejó escrurrir el exceso de solución inclinando 
el soporte y dejándolo en contacto con el borde del recipiente. Luego se sometieron a un primer 
baño en alcohol etílico absoluto durante dos minutos. Posteriormente se sumergieron en alcohol 
etílico 95º durante dos minutos. Sucesivamente se sumergieron en alcogol de 70º por uno a dos 
minutos. Una vez realizados los baños con alcohol se hidrataron los cortes sumergiéndolos en 
agua destilada por uno a dos minutos. 
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Luego se realizó la tinción durante 5 minutos con hematoxilina. Sucesivamente se 
aclaró sumergiendo la preparación tres veces en alcohol ácido al 1 por 100. Para finalmente 
enjuagar con agua. Se colocaron las muestras en caronato de litio al 1 por 100 por 30 segundos 
y se enjuagó con agua. Se procedió a teñir con eosina durante 30 segundos y se enjuagó 
rápidamente con alcohol al 80 por 100. Se lavó con agua por 30 segundos. Se procedió a 
deshidratar en tres baños sucesivos de alcohol etílico absoluto de 20 segundos cada uno. Se pasó 
por tres baños de xileno de 15 segundos cada uno. Finalmente se procedió a montar la 
preparación con bálsamo de Canadá y se colocó una lámina cubreobjetos. 
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Anexo 2. Resultados del software SPSS para comparación de supervivencia según análisis de 
Kaplan Meier y prueba de Log Rank. 
 
Comparación entre los tres grupos 
 
Resumen de procesamiento de casos 
Grupo N total N de eventos 
Censurado 
N Porcentaje 
Control 120 60 60 50,0% 
Vacunado Inmersión 62 22 40 64,5% 
Vacunado IP 62 0 62 100,0% 
Global 244 82 162 66,4% 
 
Comparaciones globales 
 Chi-cuadrado gl Sig. 
Log Rank (Mantel-Cox) 43,721 2 ,0000000003 
Breslow (Generalized 
Wilcoxon) 43,677 2 ,0000000003 
Tarone-Ware 43,828 2 ,0000000003 
Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para los 
distintos niveles de Grupo. 
 
Comparación entre grupo control y vacunado por inmersión 
 
Comparaciones globales 
 Chi-cuadrado gl Sig. 
Log Rank (Mantel-Cox) 4,585 1 ,032 
Breslow (Generalized 
Wilcoxon) 5,624 1 ,018 
Tarone-Ware 5,119 1 ,024 
Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para los 
distintos niveles de Grupo. 
 
Comparación entre grupo control y vacunado IP 
 
Comparaciones globales 
 Chi-cuadrado gl Sig. 
Log Rank (Mantel-Cox) 42,699 1 ,0000000001 
Breslow (Generalized 
Wilcoxon) 41,396 1 ,0000000001 
Tarone-Ware 42,177 1 ,0000000001 
Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para los 
distintos niveles de Grupo. 
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Comparación entre grupo  vacunado por inmersión y vacunado IP 
 
Comparaciones globales 
 Chi-cuadrado gl Sig. 
Log Rank (Mantel-Cox) 26,631 1 ,0000002 
Breslow (Generalized 
Wilcoxon) 26,403 1 ,0000003 
Tarone-Ware 26,531 1 ,0000003 
Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para los 
distintos niveles de Grupo. 
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Anexo 3. Resultados del software SPSS para comparación de severidad de alteraciones 
histopatológicas en bazo según prueba de Kruskall Wallis y comparación múltiple de Dunn. 
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Anexo 4. Resultados del software SPSS para comparación de severidad de alteraciones 
histopatológicas en hígado según prueba de Kruskall Wallis y comparación múltiple de Dunn. 
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Anexo 5. Resultados del software SPSS para comparación de severidad de alteraciones 
histopatológicas en riñón craneal según prueba de Kruskall Wallis y comparación múltiple de 
Dunn. 
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Anexo 6. Resultados del software SPSS para comparación de severidad de alteraciones 
histopatológicas en intestino según prueba de Kruskall Wallis y comparación múltiple de Dunn. 
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Anexo 7. Resultados del software SPSS para comparación de severidad de alteraciones 
histopatológicas en branquias según prueba de Kruskall Wallis y comparación múltiple de 
Dunn. 
 
 
 
 
 
 
 
 
